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Prvni cast bakalafské prace je zaméiena teoreticky a zabyva se  patovary
fytopatogenni bakterie Pseudomonas syringae vyznamnymi v Ceské republice. V ramci druhu
Pseudomonas syringae pv. syringae, ktera skodi na mnoha druzich rostlin. Vétsina ostatnich
patovari je charakteristicka spiSe tizkym hostitelskym okruhem. K takovym patovariim patii
napt. patovar morsprunorum $kodici na peckovinach, pv.tomato Skodici na rajceti a
pv. lachrymans na okurce, pv. pisi, phaseolicola a glycinea, které najdeme na luskovinach a
dale pv. coronafaciens, atrofaciens a striafaciens vyskytujici se na obilninach.

Bakterie P. s. pv. syringae je velmi rozsifena po celém svété nejen jako patogen, ale i
jako epifyt ve fylosféfe. Na rostlinach mize ptezivat v tzv. rezidentské fazi, kdy rostlindm
neSkodi. Nejcastéji zplsobuje listové nekrdzy, pro které je typické, Ze byvaji ohraniCeny
svétlym kruhem tzv. halo. U peckovin zplsobuje tato bakterie cernani pupent, n¢kdy i spalu,
pokud infekce postupuje velmi rychle.

O bakterii P. 5. pv. syringae je znamo, ze je jednim ze zdroji krystalizacni aktivity. Ta
se projevuje tim, Ze nékteré kmeny této bakterie podnécuji tvorbu krystalizac¢nich jader pii
teplotach tésné¢ pod bodem mrazu. Krystalizacné aktivni bakterie maji v pfirod¢ velky
vyznam. Spolupodili se na mrazovém poskozeni bylin a dfevin v dob¢ jarnich a podzimnich
mrazi, kdy teploty kolisaji kolem 0°C.

Cilem druhé c¢asti bakalarské prace bylo zjistit, zda se v ptipadé napadenych rajcat
z jizni a stfedni Moravy jedna o bakteridlniho patogena. Dle charakteristickych ptiznakl na
listech i zelenych plodech, jsme se domnivaly, ze se jedna o bakteridlni teCkovitost rajcete.
Tuto chorobu zptisobuje bakterie P.s. pv.tomato, avSak stejné priznaky vyvolava i
P. s. pv. syringae. V testech jsme zjiStovaly, zda ziskané izolaty byly fytopatogenni i to, o
jaky patovar se jedna.

Casti rostlinného pletiva se skvrnami jsme zrajéat vyfizly sterilnimi skalpely a
rozmacerovaly. Poté jsme provedly kiizovy roztér na King B médium. Na ném bakterie rodu
Pseudomonas fluoreskovaly. Po opakovanych roztérech a kultivaci P. misek s bakteriemi
v termostatu pfi teploté 23 - 25 °C jsme ziskaly ¢isté kultury izolati, které jsme zaradily do
identifikacnich testi.

Izolaty jsme urcily pomoci testu oxidazy, kde byly fytopatogenni bakterie negativni a

testu hypersenzitivity na tabdku, kde byly naopak pozitivni. Aglutinacni test, ktery jsme



provedly se dvéma komerénimi antiséry pro dva patovary druhu Pseudomonas syringae
vyskytujici se na rajéeti, pochazely od firmy Neogén Europe Ltd. (VB).

Celkem jsme testovaly 30 izolati podezielych na Pseudomonas syringae. Z nich bylo
28 fytopatogennich, protoze to byly izolaty oxidaza negativni a zaroven pozitivni v testu
hypersenzitivity na tabaku. Dva dalsi izolaty byly podle vysledki v obou téchto testech
nefytopatogenni.

Vsech 30 izolath jsme ovéfovaly v aglutinaénim testu s polyklondlnimi antiséry pro
bakterie P.s. pv. tomato a P. s. pv. syringae. Celkem 83 % z testovanych izolati reagovalo
uplnou aglutinaci s antisérem pro P. s. pv. tomato a tim jsme potvrdily, Ze patii k patovaru
tomato. Né&které ztéchto izolath reagovaly kiizov€ 1 s antisérem pro P.s. pv. syringae.
V ptipad¢€ 2 nefytopatogennich izolatl jsme jejich pozitivni reakci s obéma antiséry hodnotily
jako fale$né€ pozitivni, nebot’ nemély reagovat ani s jednim z antisér.

I kdyz se u nékterych izolati objevily kiizové reakce s antisérem pro necilovou
bakterii, coz je u polyklonalnich antisér Casté, umoznily vysledky testli jednoznac¢ny zavér. Na
zakladé provedenych testli jsme ve vzorcich rajéat ziskanych z riznych péstitelskych oblasti
jizni a sttedni Moravy spolehlivé prokazaly pfitomnost ptivodce teckovitosti rajcete.

V bakaléaiské praci jsem pouzila kuréeni fytopatogenni bakterie v infikovanych
rostlinnych vzorcich jednoduché, rychlé, finanéné nenarocné testy, které umoznily urcit
bakteridlni pfi¢inu poskozeni rostlin s dostatecnou spolehlivosti. Tato informace jiz postaci
pestiteli k tomu, aby mohl zajistit pfipadnd ochrannd opatfeni, protoze ochrana proti

fytopatogennim bakteriim je stejna, at’ se jedna o jakykoli druh ¢i patovar.

Kli¢ova slova: Pseudomonas syringae, oxidaza, hypersenzitivita, aglutinace



Abstract

First part of my Bc. Thesis is aimed theoretically, and considers pathovars of
phythopathogenic bacteria Pseudomonas syringae important for Czech Republic area. Within
P. syringae species are known more than 45 different pathovars. One of most important is
P. syringae pv. syringae, which harms a lot of plant species. Major part of rest pathovars is
characteristic by narrow circuit of hosts, such as pv. morsprunorum, which harms stone fruits,
pv. tomato harming tomatoes, pv.lachrymans on cucumber, pv. phaseolicola, pisi and
glycinea which can be found on pulse crops. Next specialized pathovars are coronafaciens,
atrofaciens and striafaciens found able on pulse crops.

P. s. pv. syringae is widely spread over whole world not only such as pathogen but
like an epiphytic bacteria in phyllosphere. On plants can survive in so-called resident phase,
when plants are not harmed. Most often causes leaf necrosis, which are demarcated by bright
circle, also called halo. That bacteria cause on stone fruits blacking of bud, sometimes
bacterial blight, when the infection process is very fast.

P. s. pv. syringae is one of agent of soil crystallization activity, that is demonstrated by
several strains of bacteria which initiate the creation of crystallization cores at temperatures
very near to freezing point. Crystallization active bacteria are participating on frost damage of
plant tissues, in spring and autumn period, when temperature swaying around 0 °C.

Aim of second part of this thesis was to find out if in the case of harmed potatoes from
south and middle Moravia is cause by bacterial pathogen. Regarding to characteristic
symptoms on leaves and fruits, we thought that the bacterial speck is presented. We tried to
find out, which of pathovars P.s. pv. tomato or P.s. pv. syringae is causal agent of that
disease. In test we tried to locate if the isolates were pathogenic and which pathovar is
present.

Parts of plants tissues were cut by sterile dissector and macerated. After that we did a
cross smear on King B medium. On that medium the Pseudomonas bacteria are showing the
fluorescent pattern. After repeated smearing and cultivation of P. plates with bacteria in
thermoregulator with temperature 23 - 25 °C we earn clear cultures of isolates, which were
inserted to the identification tests.

Isolates were determined by oxidase test, where the phytopathogenic bacteria were
negative, and by test of hypersensitivity on tobacco, which was positive. Agglutination test

was performed by two commercial availability antibodies from Neogén Europe Ltd. (UK).



Fully were tested 30 isolates suspicious to Pseudomonas syringae. From that amount
were 28 phytopathogenic isolates, because they were oxidase negative and simultaneously
positive in tobacco hypersensitivity test. Two next isolates were in both of test negative.

All 30 isolates were determined in agglutination test with polyclonal antiserum for
P.s. pv. tomato a P.s. pv.syringae bacteria. From total amount of tested isolates 83%
response by full agglutination with antiserum for P. s. pv. tomato, that confirmed the origin.
Some of that isolates reacted in cross with antiserum for P. s. pv. syringae. In case of two
non-phytopathogenic isolates we appreciated like false positive, because they reacted with
both of antiserums, and they have not reacted with even of one antiserum.

Even of one isolates had cross reaction with antiserum for non-target bacteria, the
results showed that samples of tomatoes contained the bacterial speck of tomato.

For disposing of this Bc. thesis I have used to evaluation of phytopathogenic bacteria
in infected samples easy, fast and non-expensive tests, which allowed to us to determine the
bacterial reason with sufficient reliability. That information is enough for plant grower to
make a protection measures.

Key words: Pseudomonas syringae, oxidase, hypersensitivity, agglutination
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1. Uvod

Bakalarska prace se zabyva studiem patovarii fytopatogenni bakterie druhu
Pseudomonas ~ syringae, které jsou vyznamné v Ceské republice.  Bakterie
Pseudomonas syringae nalezi do rodu Pseudomonas a ¢eled¢ Pseudomonadaceae. Tato ¢eled’
zahrnuje Siroké spektrum bakterii, které mohou byt pro rostliny jednak uziteéné, jednak
Skodlivé. Maji mnoho dilezitych biologickych vlastnosti, které jsou mnohdy vhodné
vyuzivany dokonce i v primyslu. Tyto bakterie jsou také velmi zajimavé jako geneticky
material.

Utelem bakalatské prace bylo shrnout literdrni udaje o jednotlivych chorobach, které
tyto fytopatogenni bakterie zptsobuji. Hospodarsky vyznamnymi jsou naptiklad bakterie
P.s. pv. syringae, Skodici na mnoha druzich rostlin, ale nejvice na ovocnych stromech, dale
P. s. pv. phaseolicola, vyskytujici se na fazolu a P. s. pv. fomato, napadajici rajce. Nejméné
dalezité patovary zdruhu P. syringae jsou na naSem uUzemi ty, které se vyskytuji na
obilninach.

Pro rostlinu jsou bakterie nebezpetné piedevSim za vhodnych povétrnostnich
podminek, které umoznuji jejich rychly rozvoj a Sifeni. K pfeziti na povrchu rostlin potiebuji
bakterie ptiznivou teplotu a dostatecnou vlhkost. Vstupnim mistem bakterii do rostliny jsou
prirozené otvory, predevSim priduchy a hydatody. Nemaly vyznam maji mechanicka
poskozeni rostlin, at’ uz ta, kterd jsou zapti¢inéna clovékem, anebo ta, kterd jsou zplisobena
vétrnymi desti nebo hmyzem.

V ochran¢ proti bakteridlnim chorobdm jsou dilezitad preventivni opatfeni. Jednim
z dulezitych faktord ochrany rostlin pfed bakteriemi, je péstovani zdravého osiva. DalSim
dalezitym opatfenim je vybér vhodného stanovisté, kterym jsou slunnd a vétrna mista
umoznujici rychlé osychani rostliny. K pfimym ochrannym opatfenim nalezi piipravky na
bazi mé&di. Antibiotika jsou sice také proti bakteriim u¢inna, ale v Ceské republice jsou
v ochrané rostlin zakazana. To je jist¢ dostatecné opodstatnéné vzhledem k tomu, Ze si
bakterie k antibiotikim vytvareji rezistenci. V pfipad¢ oSetfeni semen proti bakterialnim
patogeniim se uplatiiuji termicka opatfeni, kdy se oSetfuji semena rostlin tak, ze se vystavuji
pusobeni vyssi teploté. Tento zplsob oSetfeni miize mit neptiznivy vliv na kli¢ivost semen.
Vybér vhodné rezistentni odriidy do dané oblasti je jednim z nejspolehlivéjsich opatieni proti

vyskytu a Sifeni bakterialnich chorob.



2. Cil

Cilem bakalaifské prace bylo studium ekonomicky vyznamnych patovara

Pseudomonas syringae, které zplsobuji listové skvrnitosti a spaly na ovocnych stromech,

plodovych zeleninach, luskovinach a obilnindch. Pozornost byla soustfedéna pfedev§im na

polyfagni bakterii P. syringae pv. syringae.

Dil¢éi cile:

Teoreticka &ast:

e Shrnuti literarnich udaji o fytopatogennich

P. syringae vyznamnych v Ceské republice

Praktickd cast:
* Bakteriologické rozbory vzorki rajcat
Ziskani izolath podezielych na P. syringae
Testy oxidazy
Testy hypersenzitivity na tabaku
Sérologické testy

* Zpracovani vysledka

bakteriich druhu



3. Literarni reSerse

3.1. Obecna cast

Bakterie jsou jednobunééné organismy, které fadime do tiSe Prokaryota. Nemaji
bunécné jadro ohrani¢ené membranou, jasn¢ oddélené od jinych organel bunky. Bakteridlni
buiikky maji rizné tvary (Kazda et al., 2007). Nejcastéji je to tvar tyCinkovity, méné casto
kulovity. Vlaknity tvar se vyskytuje u pomérné rozsahlé skupiny ptidnich bakterii patficich do
fadu Actinomycetales a nékolika daldich rodd (Silhankova, 1995). Pfi kultivaci
v laboratornich podminkach, tvoifi na Petriho miskdch rtizné¢ barevné a tvarové odlisné
kolonie. V ptirodé se vyskytuji ve vSech prostfedich-na sousi, ve vodé€, ve vzduchu, najdeme
je 1 na povrchu rostlin, tél Zivocicht, ale i nezivych pfedmétl. Jsou nedilnou soucésti nasi
ptirody (Kazda et al., 2007).

Bakterie rodu Pseudomonas maji tyéinkovity tvar. Dle Silhankové (1995) jsou
tyCinkovité buniky bud’ rovné, zakiivené, tvaru pravidelné spiraly nebo dlouhé nepravidelné
spirdly. Rizné druhy bakterii se li§i pomérem délky bunky k Sitce, vyskytuji se jak druhy
tvorici velmi kratké ty¢inky podobné koktim, tak i druhy tvotici dlouhé ty€inky pfipominajici
kratkd vlakna. U vétSiny druhd se délka ty¢inek pohybuje v rozmezi od 1 do 3 um; u téhoz
druhu zavisi na vnéjSich podminkach, tedy na fyziologickém stavu bunék. Buiky, které se
intenzivné rozmnozuji, jsou mnohem krat$i nez buiiky klidové. Sitka je u daného druhu
pomérné stala, nejcastéji v rozmezi od 0,5 do 1,5 um. Ty€inkovité bakterie se rozmnozuji

pricnym délenim bunky.

3.2. Rostlinolékarska bakteriologie

Rostlinolékatska bakteriologie pojednava o vztazich mezi prokaryotickymi organizmy
a rostlinami, které spolu s houbami a Zivogichy patii k eukaryotickym organizmiim. Cerpa
z poznatkii obecné fytopatologie a bakteriologie. Bakterie, zpusobujici choroby rostlin
(fytopatogenni bakterie) napadaji hostitelské rostliny a Skodi jim obdobnym zptisobem jako
ostatni puvodci infek¢nich chorob, tj. viroidy, viry a houby. OdliSuji se od nich svym
specifickym postavenim v systému zivé ptirody, genotypovymi, fenotypovymi, patogennimi a
ekologickymi zvlaStnostmi. Vyznam rostlinolékaiské bakteriologie je dan piedevsim
Skodlivosti fytopatogennich bakterii a fytoplazem pro péstované druhy rostlin vcetné
skladovanych produktt. Celkem je znamo asi 500 bakteridz, fytoplazmoéz, spiroplazméz,

z nichz se asi pétina az ¢tvrtina mize vyskytovat na naSem tizemi (Ktidela et al., 2002).



3.2.1. Zpusob pronikani bakterii do rostlin

Bakterie mohou pronikat do rostlin v mistech poranéni, priduchy, lenticelami,
nektariemi, hydatodami. Vyznamnou ulohu pfi prenosu hraje hmyz (Rozsypal et al., 1981).

Vstup patogenti do pletiv hostitele je prvnim kritickym krokem, zptsobujici infekci.
Pro listové bakterialni patogeny jsou dilezitymi vstupnimi misty pfirozené povrchové otvory,
jako jsou napiiklad priduchy. Historicky byly tyto otvory povazovany za pasivni vstup
fytopatogenni bakterie do rostliny. Nedavna studie ukazala, ze praduchy mohou hrat aktivni
roli v omezeni vstupu bakterie do rostliny (vrozeny imunitni systém). Zjistilo se, ze rostlinny
patogen P. s. pv. tomato DC 3000 uziva k aktivnimu otevirani priduchii fytotoxin coronatin,
ktery ptisobi jako faktor virulence. V pfirod¢ zpravidla vyzaduji bakterie pro proniknuti do
rostliny vysokou vlhkost, destivé pocasi ¢i boufe, které by mohly podporovat otevirani

pruducht nebo zpusobovat zranéni jako alternativni vstupni mista (Melloto et al., 2008).

3.2.2. Sif¥eni bakteriéz a ochrana rostlin

Schopnost bakterie vyvolat infekci podminiuje vnéjsi prostiedi. Pro Sifeni bakterialnich
rosy, desté dale hmyz, pidni hlodavci, infikované hospodarské nafadi a stroje. Vyznamnou
roli hraji teplota a vlhkost prostfedi. Fytopatogenni bakterie mohou vyvolat onemocnéni
rostlin, jestlize tvoii jednu ¢i vice toxickych latek, vylucuji enzymy rozkladajici bunécnou
sténu a rostlinné hormony, coz ma za nasledek abnormalni rist hostitele. Nadmérnym ristem
zapliluji a ucpéavaji cévni svazky, rostliny vadnou.

Ponévadz rostliny netvoii protilatky, jejich rezistence k infekei je jind nez u zvitat. Pro
boj s rostlinnou infekci jsou nejucinngjsi vyslechténé rostliny rezistentni k infekei, spravna
kultivace, chemickd dezinfekce, kontrola a karanténni opatteni.

Onemocnéni, které¢ zpisobuji pseudomonady, jsou prevazné skvrnitosti listl a plodii

(Rozsypal et al., 1981).



3.2.3. Fylosférni a rhizosférni bakterie

Fylosféra ptedstavuje nadzemni ¢ast rostliny a je podstatné méné osidlena bakteriemi
nez rhizosféra. Nadzemni casti rostlin trpi znanym vysouSenim, a proto maji na svém
povrchu voskovou vrstvu, zabranujici vysychani, ale také rozvoji mikroorganismui. Za zdroj
epifytické mikrofléry se povazuji semena, protoze na jejich povrchu prevladaji stejné bakterie
jako na povrchu rostlin (Rozsypal et al., 1981).

Ekologickymi vyzkumy byla prokdzana neparazitickd faze v zivotnim cyklu nékterych
fytopatogennich bakterii. Bakterie P.s. pv. syringae, ale i dalsi bakterie, plni jako epifyt
vyznamnou funkci katalyzatorti tvorby ledu na povrchu rostlin pii teplotich -2 az - 5°C.
Patogen zabranuje podchlazeni vody pfi teplotach tésné pod bodem mrazu a podili se tak na
mrazovych Skodach zpisobovanych béhem vegetace pozdnimi jarnimi nebo casnymi
podzimnimi mrazy. Z rostlin se bakterie dostavaji do ovzdusi a podileji se jako tzv. bioticka
kondenzac¢ni jadra na vzniku vodnich srazek (Ktdela, 1998).

Rhizosféra je oblast, kde kofeny ptichazeji do styku s piidou. Mikrobialni populace, ve
které ptevazuji bakterie, je v rhizosféfe mnohem vétsi nez v okolni ptidé bez kofenil. Na pocet
a druhové zastoupeni bakterii v rhizosféfe ma vliv n€kolik faktorti. Patii mezi né¢ druh
rostliny, vegetacni stddium, plidni typ a hnojeni. Nejvice bakterii se v rizosféfe nachazi
v obdobi raného vyvoje, kdy rostliny produkuji nejveétsi mnozstvi kofenovych vyméska,
zatimco nejméné v obdobi zrani. Na povrchu kofentl se nachazeji zejména fluorescentni druhy
rodu Pseudomonas, v thizostérni pade nepigmentujici druhy. Vyskytuji se zde 1 fytopatogenni

bakterie P. syringae, napt. na kotenech pSenice, rajcat, fazolu a sdje (Rozsypal et al., 1981).

3.2.4. Ambilateralni patogenita bakterii

U nékterych druhii bakterii existuje dvoustrannad patogenita. Tyto bakterie maji
schopnost vyvolat onemocnéni nejen u rostlin, ale i u zivocichii a ¢loveka. Takové vlastnosti
maji napt. nckteré kmeny Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia a Pantotea
agglomerans. Fytopatogenni bakterie lze uplatnit 1 v biologické ochrané rostlin. Kmeny
nekterych druhl P. syringae, zbavené genu virulence, mohou byt vyuzity v protimrazové
ochrang rostlin béhem vegetace (Ktdela, 1998).

P. aeruginosa zpisobuje u rostlin mékké hniloby duznatych organt, listové skvrnitosti
a u ¢lovéka ma spojitost s cystickou fibrozou (CF), zanéty mocovych cest, mozkovych blan,
sttedniho ucha a hnisani kize po popaleninach. Uvadi se, Ze 40 — 90 % pacientil s pfiznaky

CF ma dychaci cesty kolonizovany P. aeruginosa (Kidela et al., 2002).



3.2.5. Krystaliza¢ni aktivita

Kazdoro¢né dochézi k velkym ekonomickym ztratam v dusledku poskozeni ovocnych
dfevin mrazem. Mrazové poSkozeni miize byt vysledkem mechanického ptsobeni ristu
ledovych krystald na buniku nebo dehydrataci bunék béhem odcerpavéani vody do rostoucich
ledovych krystalt. Mrazuvzdorné rostliny mohou odolévat pisobeni mrazu nékolika zpisoby,
toleranci ledovych krystalti v pletivech ¢i vyhnuti se jejich tvorbé, napt. podchlazenim vody,
tj. poklesem teploty pod 0 °C bez vzniku ledovych krystalii (Bilav¢ik et al., 1998).

Nukleacni aktivita bakterii P. syringae je lokalizovdna na vné&j$i membrané
bakteridlnich bunék a je podminéna ptitomnosti specifického oktapeptidu, ktery je ze 70 %
tvofen proteinem. Tento oktapeptid vytvari hexagonalni strukturu, kterd plni roli matrice,
podle niz se molekuly vody uskupuji do krystalové mtizky ledu. Nukleakéné aktivni latky Ize
diferencovat do tii typli podle nukleacni aktivity: typ I (tfida A) je protein, ktery piisobi jako
nukledtor pti -5 °C a vysSich teplotach; typ II (tfida B) je povazovan za glykoprotein
pusobici pti -5 az -8 °C; typ III (tfida C) je lipoglykoprotein ptisobici pii -10 °C.

Ptredpoklada se, ze schopnost bakterii iniciovat tvorbu ledu jim ziejmé poskytuje
vyhodu pro pteziti. Nuklea¢ni aktivita bakterii P. syringae usnadiiuje vstup patogena dovnitt

rostlinnych pletiv poranénych ptisobenim ledu (Kudela et al., 2002).

3.3. Systematika celedé Pseudomonadaceae

3.3.1. Celed’: Pseudomonadaceae
Do celedi Pseudomonaceae patii gramnegativni bakterie ty¢inkovitého tvaru, vétSinou to jsou
pfimé nebo mirné zaktivené ty¢inky. Pohybuji se pomoci jednoho (monotricha) nebo mnoha
(lofotricha) bicikil. Jsou chemoorganotrofni a energii ziskévaji pochody aerobni respirace.
Nékteré druhy jsou fakultativné chemolitotrofni a vyuzivaji H, nebo CO jako zdroj energie a
nekteré druhy se vyznacuji denitrifikaci. VSechny jsou obligitné aerobni vyjma téch, které
zptisobuji denitrifikaci (Rozsypal et al., 1981). Celed’ Pseudomonadaceae patii do
tadu Pseudomonadales a tiidy Gamaproteobacteria (Garrity et al., 2007).

Kromé rodu Pseudomonas patii do této Celedi také rody: Chryseomonas, Flavimonas,
Azomonas, Azomonotrichon, Azorhizophilus, Azotobacter, Cellvibrio, Mezophilobacter,

Rhizobacter, Rugamonas, Serpens (Garrity et al., 2007).



3.3.2. Rod Pseudomonas

Nézev tohoto rodu bakterii je utvofen =zteckych slov pseudos = nepravy,
faleSny a monas = jednotka, c¢ast, dil. Bakterie Pseudomonas spp. jsou v ptirodé¢ velmi
rozSifené. Najdeme je v pudé, na rostlindch, ve vodach, ve stolici lidi i exkrementech zvirat.
Jsou to gramnegativni tyCinky, které se pod mikroskopem jevi jako rovné nebo mirné
zahnuté. Netvofi spory a patii k tzv. nefermentujicim ty¢inkovitym bakteriim (Klaban, 2001).
Rod Pseudomonas zahrnuje ptisné aerobni druhy, které nemaji schopnost zkvasovat substraty.
Bakterie rodu Pseudomonas vyuzivaji nejriznéjsi organické slouceniny jako zdroj energie a
uhliku a jsou bez ndrokt na specifické ristové latky. Diky velkému poctu enzymd, které tyto
bakterie obsahuji, se ne¢které druhy tohoto rodu pouzivaji pro primyslové oxidace rtiznych
organickych sloucenin, hlavné pti vyrobé 1ék apod. Nékteré druhy jsou schopny vyuzivat
jednouhlikaté slouCeniny, napt. metanol jako zdroje Zivin a energie, a proto se s nimi konaly
pokusy pro ziskavani krmnych bilkovin (Silhdnkova, 1995). Z kultivaéniho hlediska nemaji
vysoké naroky na zivnou piidu. Nekteré druhy rodu Pseudomonas dovedou rozkladat chitin
v pudé, ktery je obsazen v bunéfné sténé tzv. chitinoklastickych hub. Nejvétsi podil na
dekompozici chitinu v padé vSak maji aktinomycety. Bakterie P. denitrificans je schopna
syntetizovat vitamin Bj,. Jiny druh, a to P.putida, nese geny pro tvorbu enzymi
rozkladajicich uhlovodiky v rop¢ a ropnych produktech na neSkodné plyny a dalsi latky.

Z biologického hlediska patii rod Pseudomonas k nejzajimavéjsi skupiné bakterii.
Vyznacuje se velkou genetickou variabilitou. Z toho vyplyvd velkd schopnost adaptace
pseudomonad na nejriznéjsi substraty ve vngjsim prostiedi (Klaban, 2001). Rada druhii tvoii
fenazinova barviva zlutych, zelenych, modrych nebo ¢ervenych odstinii, ktera se uvoliuji do
rustového prostiedi. Tim zpusobuji nezadouci zabarveni potravin, napi. modrani nebo
¢ervenani mléka. Nekteré druhy uvoliuji do prostiedi fluoreskujici Zlutozelené barvivo.
Urcité druhy vyvolavaji v potravinach cizi viiné nebo pachy jako napi. ovocné ¢i rybi nebo
pachuti, napt. mydlovou, hotkou apod.

Silné proteolytické schopnosti jim umoznuji rozklad bilkovinnych potravin, a proto
patii k nejpocetn€jSim mikroorganismiim kontaminujicim povrch masa. Jejich lipolytické
vlastnosti se uplatiuji pii kazeni tukl. VéEtSinou jsou psychrofilni povahy, takze jejich
nezadouci Cinnost v potravinach probihd i1 pfi pomérné nizkych skladovacich teplotach.
Nékteré druhy, jako napt. P. aeruginosa, jsou patogenni pro ¢loveéka, zvifata i rostliny, jiné
druhy jsou patogenni jen pro rostliny. Jsou hostiteli specifickych bakteriofagt

(Silhankova, 1995). Rod Pseudomonas je pomérné rozsahly a rozélefiuje se na nékolik



skupin: fluorescenéni, stutzeri, alcaligenes, pseudomallei, acidovorans a diminuta

(Klaban, 2001).

3.3.2.1. Uziti Pseudomonas jako biologické ochrany

Od poloviny 80.let minulého stoleti se nékteré¢ antagonisticky pusobici kmeny
riznych druht rodu Pseudomonas uplatnily v biologické ochrané rostlin. Byly aplikovany na
semena obilnin nebo pifimo do pudy jako prevence proti jinym rostlinnym patogentim.
Vlastnosti nekterych kment P. fluorescens (napt. CHAO nebo Pf - 5) jako biologické ochrany
jsou velmi dobie prozkoumany, presto vSak neni zcela jasné, jakym zptisobem podporuji rust
rostlin. Piedpoklada se, ze by bakterie mohla v hostitelské rostliné navozovat systémovou
rezistenci a rostlina pak muze 1épe vzdorovat opravdovému patogenu. Tato bakterie by mohla
konkurovat fytopatogennim bakteriim, pidnim mikroorganismiim pfi ziskdvéani zeleza pro
tvorbu siderofori a mohla by také vytvaret metabolity pasobici toxicky proti jinym padnim
mikroblim, jako je antibiotikum fenazin nebo kyanovodik. Tyto teorie jsou experimentalné
ovéieny (Haas a Defago, 2005).

Mezi dal§i vyznamné pseudomonady vyuZzivané v biologické ochrané patii
P. chloraphis, ktera produkuje fenazin jako aktivni antibiotikum proti ur¢itym houbovym
fytopatogenim, a jeji blizce ptibuzny druh P. aurantiaca, ktera produkuje
di-2,4-diacetylfluoroglucylmethan jako aktivni antibiotikum proti grampozitivnim
organismiim (wikipedia.com).

Néektefi ¢lenové rodu Pseudomonas jsou schopni metabolizovat chemické imise v
prostiedi a nasledkem toho mohou byt pouzity pro bioremediaci. Vyznamné druhy, které se
ukézaly jako vhodné pro bioremediaci zahrnuji:

P. alcaligenes-degraduje polycyklické aromatické uhlovodiky;

P. mendocina—je schopna degradovat toluen;

P. pseudoalcaligenes-je schopna vyuzivat kyanid jako zdroj nitratu;

P. resinovorans-miize degradovat karbazol;

P. veronii-mtze degradovat jednotlivé varianty aromatickych organickych sloucenin;

P. putina-ma schopnost degradovat organicka rozpoustédla jako je toluen.

Nejméné jeden druh této bakterie mize pfeménit morfin ve vodném roztoku na
ponékud silnéjsi a draze vyrabénou drogu hydromorfon.

Kmeny P. stutzeri-jsou schopny degradovat tetrachlormethan (wikipedia.com).



3.4. Vyznamné patovary Pseudomonas syringae

Vramci tohoto druhu je zndmo vice nez 45 riiznych patovarii. Nejzndméjsi je
Pseudomonas syringae pv. syringae, ktera je polyfagni a Skodi na mnoha hostitelskych
rostlinach po celém svété. VEtSina ostatnich patovarti se vyznacuje hostitelskym okruhem

tvofenym uzce pifibuznymi druhy rostlin vramci jedné nebo nckolika malo celedi

(Kokoskova, 2006).

3.4.1. Polyfagni bakterie

3.4.1.1. Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall 1902

Bakterie P. 5. pv. syringae $kodi na mnoha druzich rostlin. Najdeme ji na ovocnych
stromech, zvlast¢ peckovinach, déale na rostlinach pSenice, kukufice, fazolu, hrachu, jetele a
rajcete (Kokoskova 2003, 2006).

Tato bakterie je znama krystalizaéni aktivitou (INA"), coz znamena Ze nékteré kmeny
iniciuji tvorbu krystaliza¢nich jader pfi tvorbé ledu, tj. pii teplotach tésné pod bodem mrazu,
do —5 °C (Kokogkova et al., 2006). Cetnost krystalizaéné aktivnich kment této bakterie je
riznd na riznych hostitelskych rostlinach, navic se v pribéhu roku dynamicky méni.
INA" bakterie maji v piirodé velky vyznam. Skody zplisobované na nadzemnich &astech
rostlin mrazy béhem vegetace souvisi s ¢etnosti INA™ bakterii na povrchu rostlinnych organ.

Bakterie P. s. pv. syringae ma schopnost produkovat fluorescentni sideroforni pigment
(Orser et al., 1983).V dobg¢, kdy je nedostatek Zeleza na listu, siderofory podporuji jeho piijem
touto bakterii (Kidela et al., 2002). Fluorescentni barviva P. fluorescens a jinych
fluorescentnich bakterii se chovaji podobn¢ jako siderofory. Kromé toho maji schopnost

inhibovat rozvoj nékterych fytopatogennich mikroorganismi (Orser et al., 1983).



3.4.1.1.1. Zpisobena onemocnéni

Jadroviny
Na jabloni zplsobuje P. s. pv. syringae bakteridlni puchyfovou nekrozu kury.
Ptiznaky zplisobené timto patogenem a piivodcem spaly ruzovitych rostlin, bakterii Erwinia
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Foto:www.ppdhotgs P. s. pv. syringae se vykytuje na hrusnich,
pokud v dobé kvétu klesaji nocni teploty k bodu mrazu (Kiidela et al., 2002).

Peckoviny

Na peckovinach zptisobuje bakterie P. s. pv. syringae korové nekrozy, jez maji za
nasledek pozvolné (chronické) odumirani vétvi a celych stromil. Krom¢ bakterii se na ném
podileji nizké teploty béhem vegeta¢niho klidu. Nejnebezpecnéjsi je onemocnéni mladych
stromkl, zvlasté slivoni, které mohou na zakladé silné infekce i odumfit. Ostatni hostitelské
druhy byvaji vici napadeni odolnéjSi nez slivoné, nicméné¢ kmeny a koruny silné
infikovanych stromt byvaji casto tvarové deformovany. Po napadeni starSich stromii dochazi
casto k odumirani vétvi a plodonost.

Ptiznaky onemocnéni jsou patrné nejen v korovém pletivu vétvi a kmene, ale také na
listech 1 plodech. Nejnapadnéjsi jsou nekrozy na jate jako mirné vklesla mista v klite vétvi,
z nichz vytékaji kapky jantarové zbarvené gumy podobné pryskyfici. Pokud nekréza obepne
cely obvod vétve nebo kmenu, strom za¢ne odumirat. To se projevi tim, Ze pupeny na jate
nerasi, listy, kvéty a mladé plody se nevyvinou nebo zvadnou a uschnou (Kudela et al., 2002).

Bakterie P. s. pv. syringae se podili také na apoplektickém neboli mrtviéném
odumirdni meruniky. Tato choroba se vyskytuje v celé Evropé s vyjimkou stfedozemnich
oblasti a mé nartistajici tendenci. Patogen zplisobuje rakovinu, charakteristickou rozsahlymi
hlubokymi nekrézami na vétvich a kmenu a usychani vrcholktl stromti merutiky. Pro chorobu
je typické, Ze na jafe jsou infikované ¢asti kiry mirné propadlé, na omak mékké az gumovité,

jakoby promocené a vyznacuji se charakteristickou trpkou vini.



Diivodem je, Ze odhaleni této patogenni bakterie u nemocnych stromt je velmi obtizné
a komplikované skutecnosti, ze symptomy zplisobené touto bakterii jsou velmi podobné tém,
které jsou zpuisobeny houbami. Navic se tyto dva patogeny velmi ¢asto vyskytuji spolecné

(Klement, 1997).

Okrasné dieviny
Na Sefiku a okrasnych druzich Malus sp. a Pyrus sp. zpusobuje P. s. pv. syringae

bakteridlni kvétni spalu a korovou nekrézu (Kudela et al., 2002).

Obilniny

Na obilninadch bakterie P. s. pv. syringae zpisobuje Cerndni obilek, které ma
ekonomicky vyznam u jarniho jeémene, ur¢ené¢ho pro vyrobu sladu. Pokud partie
sladovnického je¢mene obsahuji vice nez 4 % diskolorovanych zrn, maji nizsi sladovnickou
hodnotu, piipadné se povazuji za zcela nevhodné pro vyrobu sladu. Maji nepiiznivy pomér
proteind, coz negativné ovliviiuje barvu sladiny, chut’ a vini piva.

Na vzniku Cernani obilek se kromé bakterie P. s. pv. syringae podileji 1 houby rodi
Cochliobolus, Alternaria a Cladosporium. Pokud jsou obilky jeémene napadeny v rané fazi
vyvoje, scvrkavaji se, Cernaji a nekli¢i (Kokoskova, 2003).

Vyskyt této choroby je pfimo zavisly na priibéhu pocasi. Problémem je vlhké a destivé
pocasi vrané fazi vyvoje (Kokoskova, 2004). Kudela et al. (2002) uvadéji, ze pro vznik
infekce a rozvoj choroby je nezbytna vlhkost v obdobi mezi mlécnou zralosti a ranou fazi
voskové zralosti. Z dlouhodobého hlediska je $kodlivost choroby u obilnin v CR mala, takze

se proti nim neuplatiiuji zddné zvlastni ochrannd opatieni (Kokoskova, 2004).

3.4.1.1.2.  Siteni

Bakterie P. s. pv. syringae se §iii za vlhkého a deStivého pocasi, zvlast€¢ v ranych
fazich vyvoje rostlin (Kokoskova, 2006). Patogen pfeziva v semenech nebo v pupenech
rostlin. Do rostliny pronikd pfirozenymi otvory, jako jsou pruduchy, nektartody nebo
poranénimi, kterd mohou byt zptisobena fezem, hmyzem, krupobitim aj. Nuklea¢ni schopnost
patovaru syringae zvySuje u mnohych rostlin rozsah mrazovych poSkozeni

(Ktudela et al., 2002).



3.4.1.1.3. Ochrana

Prevence zahrnuje kontrolu sadii i polnich porostli a pouzivani rezistentnich odrid,
pokud jsou k dispozici. Postiiky méd’natymi ptipravky se pouzivaji pfednostné v dobé&, kdy
jsou rostliny k infekci nejnachylnéjsi. Nejcastéji byvaji aplikovany oxychloridy a hydroxidy
médi. U nés je nejpouzivanéj§im ptipravkem Kuprikol 50 (84 % oxychlorid médi). Uéinnost
médnatych preparati neni dostatecnd a navic jsou nékdy v zavislosti na dobé pouziti a na
odriad¢ fytotoxické (Olson et al., 1983; Kidela et al., 2002). Proti listové skvrnitosti se
pouzivaji médnaté latky v tydennich intervalech podle potieby. Na podzim se aplikuji
preventivné v tfitydennich intervalech po celou dobu opadu lista.

Rez peckovin je lepsi provadét az po raseni pupentt (Kidela et al., 2002). Kmeny
strom1l je tfeba chranit pfed poranénim, aby se zabranilo vstupu bakterii do rostlinnych pletiv.

V nékterych zemich se provadi Slechténi podnozi a odrid na rezistenci k ptivodctim choroby.

3.4.2. Peckoviny

3.4.2.1. Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Wormald 1931)
Young et al. 1978

Choroba

Bakteridlni korova nekréza peckovin

Vyznam a §kodlivost
U peckovin zplsobuje onemocnéni nekrézy kiry a odumirani mladych stromki.
V mladi maze infekce siln¢ ovlivnit tvar stromkd. U starSich strom@ zplsobuje odumirani

vétvi. Tato choroba je rozsifena po celém svéte (Kidela et al., 2002).

Hostitelské rostliny
Nejcastéji jsou napadany peckoviny, druhy rodu Prunus, zejména tieSen, visen, slivon,

myrobaldn, mandlon, broskvon a meruiika (Kudela et al., 2002).



Priznaky

Ptiznaky byvaji lokalizovany na vétvich v okoli
plodonost nebo ve vidlici vétvi stromi. Symptomy jsou
vétSinou patrné na jate jako mirn€ vklesla mista v kiife spolu
s kapkami jantarové zbarvené gumy. Pupeny na jate vyrasi v
listy 1 kvéty, ale mladé plody mnohdy uschnou. Skvrny na
listech byvaji tmavé, okrouhlé nebo téméf hranaté a Casto se

kolem nich vytvati zluté halo (Kudela et al., 2002).

Bakterie pteziva v rezidentské fazi na povrchu kliry stromt, do nichZ pronika ptivodce
nekréz peckovin Cerstvymi listovymi jizvami, vzniklymi na podzim pii opadu listl. Existuje
velmi té€snd spojitost mezi pisobenim nizkych teplot béhem vegetac¢niho klidu a Skodlivosti
fytopatogenni bakterie P. syringae pii vzniku chronického a apoplektického (nahlého,

mrtviéniho) odumirani peckovin (Ktdela et al., 2002).

Ochrana
Ochrana spociva v pouzivani méd’natych ptipravkl po celou dobu opadu listii. Kmeny
stroml je tfeba chrdnit pfed poranénimi, abychom zabrénili vstupu patogena dovnitt pletiv

(Kidela et al., 2002).



3.4.3. Zelenina

Duznaté plodiny, kam patii mnoho druhti zeleniny, pfedstavuji pro fytopatogenni
bakterie vhodnéjsi zdroj kontaminace a vyzivy nez jiné plodiny. Bakterie druhu P. syringae

Skodi ptedevsim na plodovych zeleninach.

3.4.3.1. Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe 1933)
Young Dve and Wilkie 1978

Choroba

Bakterialni teckovitost rajcete

Vyznam a Skodlivost

Skodlivost tohoto bakterialniho patogena zptisobuje v Ceské republice znaény pokles
vynosu a neprodejnost infikovanych plodi na trhu (Kokoskova, 2008). Na zakladé prazkumi
bakterialnich chorob rajéete provedenych v Ceské a Slovenské republice v letech 1992 a 1993
byl nejcastéji izolovan plivodce bakteridlni skvrnitosti rajéete P.s. pv. tomato. Ptevazna
vétSina vzorkl, v nichz byl pivodce teckovitosti rajcete potvrzen, pochazela z jizni Moravy.

Jen malo pozitivnich ndlezti pochazelo ze Slovenska (Pernezy et al., 1995).

Hostitelské rostliny
Jako pftirozeny hostitel se uvadi pouze rajce, ale pii umélych infekcich se podaftilo

vyvolat onemocnéni i u bramboru (Ktidela et al., 2002).

Piiznaky

Patogen napadd vSechny nadzemni organy rajcete. Na listech a plodech zpusobuje
. bakterie 1 az 3 mm velké, tmavé, zluté
lemované skvrny (Rod etal., 2005). Takové
ohraniceni skvrn se nazyva halo. Skvrny mohou
splyvat, a tak vytvafet souvislé nekrotické
plochy (Kidela et al., 2002). Ty se vytvari

pfedevsim podél zilnatiny nebo na okrajich

L \
Foto:wwv&ﬂpsnet.org listh (Rod et al., 2005). Vodnaté a postupné



Cernajici nekrozy se objevuji také na fapicich, stoncich a kvétnich stopkdch. Muze dojit 1
k infekci cévniho systému, coz se projevuje diskoloraci a zakrslosti rostlin. Stejné ptiznaky
muze zpusobit také bakterie P.s. pv. syringae. Pfic¢inou podobnych piiznakti mohou byt i
houby Phytophthora infestans, pivodce plisn¢ bramborové a Alternaria solani, kterd
zpusobuje hnédou skvrnitost rajcete (Kokoskova, 2008). Na plodech jsou rovnéz tmavé

skvrny, slabé vyvysené a nepronikaji do vnitinich pletiv (Rod et al., 2005).

Sifeni

Do rostlin pronika bakterie pruduchy nebo rankami po odlomenych trichomech ¢i po
jiném poranéni. Plvodce teCkovitosti rajéete prezivd v latentni form¢ na rajceti a
nehostitelskych plevelnych rostlindch v tzv. rezidentské fazi, coz znamend, Ze rostlinam
neskodi. Pfendsi se semeny, kde jsou schopny bakterie ptezivat dokonce az 20 let
(Rod et al., 2005). Optimalni podminky pro Sifeni bakterii jsou vysokd vzdu$na vlhkost a
teploty v rozsahu 18-21 °C (Kokoskova, 2008).

Ochrana

Ozdraveni semen se provadi tak, Ze se semena ponechévaji ve vodé pti 48 °C po dobu
60 minut nebo 50-56 °C po dobu 25-30 minut. BohuZel jsou nékteré odridy na oSetfeni semen
teplou vodou citlivé, coz se muze projevit snizenou kli¢ivosti. Déale se doporucuji postiikové
pfipravky, napf. médnaté preparaty v kombinaci s manebem, i kdyZz nezarucuji 100%
ucinnost a dale zavlaha podmokem a péstovani rezistentnich odrid, jako je napft. odriida

Rehovot-13 (Kokoskova, 2008).

3.4.3.2. Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Smith and Bryvan 1915)
Young et al. 1978

Choroba

Bakteridlni hranata skvrnitost okurky

Vyznam a §kodlivost

Choroba se bézné vyskytuje ve vSech oblastech, kde se péstuji tykvovité zeleniny
v polnich podminkach (Kudela et al., 2002). Onemocnéni je nejvyznamnéjsSi na pocatku
vegetatniho obdobi. Rané infekce vyznamné snizuji vynosy a kvalitu ploda

(Kokoskova, 2008).



Hostitelské rostliny

okurky, meloun, tykev (Ktdela et al., 2002)
Priznaky

K thynu dochazi obvykle jiz u vzchéazejicich rostlin (Rod et al., 2005). Na déloznich
listcich se vyskytuji vodnaté skvrny okrouhlého tvaru. Na pravych listech byvaji hranatg,
vodnaté, pozdéji hnédé skvrny, které vysychaji a n€kdy i1 vypadavaji (Kidela et al., 2002).
Silngji napadené listy jsou roztrhané a roztiepené. Za vysoké vzduSné vlhkosti ¢i za desté se
na spodni stran¢ listovych skvrn vytvareji
mlécné zabarvené kapky bakterialniho slizu
(exsudatu), které¢ daly nazev odbornému nazvu
puvodce (lachrymans=slzet). Za sucha nastdva
preména exsudatu v bily nebo stfibfity povlak,
ktery pusobi jako Supinky a  krusty
(Rod et al., 2005).

Na plodech se vyskytuji okrouhlé, vodnaté skvrny. Jestlize pronikne patogen hloubé;ji
do duzniny, mohou plody hnit (Kudela et al., 2002). Bakterie mohou kolonizovat i cévni
svazky. Poté jsou oslabené rostliny casto sekundarné napadeny hnilobnymi bakteriemi

(Kokoskova, 2008).

Sifeni

Patogen se prendsi semeny i prostfednictvim nerozlozenych infikovanych rostlinnych
zbytkli. Na krat$i vzdalenost se bakterie Siii pfimym kontaktem zdravych a infikovanych
rostlin bez a nebo prostfednictvim ¢loveéka, na delsi vzdalenosti se prendsi destém a hmyzem
(Kokoskova, 2008). Do rostlin se bakterie dostavaji hydatodami, priduchy a opylujicim
hmyzem. Vyznam mechanického poskozeni roste na pis¢itych ptidach pii vétrné erozi, kdy

pisek porani rostliny (Rod et al., 2005).

Ochrana

Ochrana spociva v pouzivani zdravého osiva, stiidani péstitelskych ploch nejpozdeji
v tiiletych intervalech, v postficich porosti médnatymi piipravky a v peclivé likvidaci
infikovanych rostlinnych zbytki (KokoSkova, 2008). Péstovani by mélo probihat na
pozemcich s dostatkem slunce a vétru, které rychle osychaji. Vhodné je téz vertikalni vedeni

rostlin, dezinfekce nafadi, Setrnd zdvlaha a omezeny pohyb v porostu v dobé, kdy jsou



rostliny ovlh¢eny, napt. po desti nebo za rosy a téz v peclivém odstraiiovani napadenych

rostlin nebo jejich ¢asti (Rod et al., 2005).

3.4.4. Luskoviny

Na luskovinach skodi kromé tfi fytopatogennich bakterii druhu P. syringae téZz polyfagni

bakterie P. s. pv. syringae. VSechny tyto druhy vyvoldvaji listové skvrnitosti.

3.4.4.1. Pseudomonas syringae pv. pisi (Sacket 1916) Young, Dye & Wilkie 1978

Choroba

Bakterialni spala hrachu

Vyznam a Skodlivost

Bakterie P. s. pv. pisi patfi v mnoha zemich ke karanténnim organismiim, ale nikoliv
v Ceské republice (Smith et al., 1997). Rozsah onemocnéni v polnich podminkach je velmi
zavisly na povétrnostnich faktorech. Choroba plisobi vétsi Skody béhem jarniho obdobi nez
pozdéji (Roberts, 1997).

Prvni zminka o P.s. pv. pisi na naSem Uzemi pochazi pravdépodobné¢ z roku 1953.
U bakterie P. s. pv. pisi existuje 7 ras. Z pokust probihajicich v 90. letech minulého stoleti na
tizemi Ceské republiky vyplynulo, Ze se u nas mohou vyskytovat s nejvétsi pravdépodobnosti
rasy 1 a 7. Ne&které odrady jako napt. odrida Komet a n€kterd novoslechténi jako SG—-L -7

a SG - L- 38 byla relativné odolna vii¢i obéma rasam (Kokoskova et al., 1998).

Hostilelské rostliny
Patogen napada zejména hrach polni, rolni, dfefiovy a cukrovy, ale i hrachor a jiné

druhy (Kidela et al., 2002).

Piiznaky

Ptiznaky napadeni se objevuji na vSech nadzemnich ¢astech rostliny, véetné palistd,
listd, tapikd, stopek, iponkd, kvétnich pupenti a luskt, nejvice charakteristické jsou vSak na
stopkach a palistech (Smith et al., 1997).

Na mladych rostlinach se zpocatku vyskytuji podlouhlé, jakoby vodou prosycené,

lesklé skvrny, olivové zelené az olivoveé hnédé barvy. Nekdy jsou skvrny téméf Cervené. Pri



pocatec¢ni infekci se skvrny objevuji pfevazné v mistech, kde ptisedaji fapiky k lodyze a poté
se §ii podél lodyhy dale. Siii-li se infekce smérem kvrcholu rostliny, skvrny na
infikovanych mistech splyvaji a Zilky listd hnédnou a az ¢ernaji (Benada et al., 1958). Infekce
kvétnich stopek ma za nasledek, ze kvéty a lusky usychaji a odumiraji (Ktdela et al., 2002).

Lusky byvaji nejcastéji infikovany na Svech. Kdyz k invazi bakterie do lusku dochazi

podél hibetniho §vu, semeno mize byt infikovano uvnitf
1 vné, coz se projevuje tvorbou bakteridlniho slizu na
povrchu semene. Infikovand semena byvaji vlhka,
s mokvavymi skvrnami u pupku nebo jsou scvrkla,
s zlutohnédou nekrozou. Pokud jsou infikovany kaliSni
listky, roz8iii se infekce az na kvéty nebo kvétni pupeny,
které mohou odumfit dfive, nez se oteviou. Rostlinna
pletiva vodnati a pozd¢ji Zloutnou az hnédnou, nakonec
vysychaji a papirovani (Smith et al., 1997). Pfi silném
napadeni rostliny hnédnou téméf rovnomeérné a brzy poté

"M odumiraji (Benada et al., 1958).

Uvadi se, Ze v rostlinnych zbytcich na poli pieZiva bakterie po dobu nékolika mésict
(Harris, 1964). Uvniti semen miize piezivat vice nez deset mésict (Skoric, 1927). Na rozdil
od bakteriozy fazole se bakterie v rostlin€ nesiii cévnim systémem. Pfenos choroby ze semen
na vzchazejici rostliny souvisi s ndkazou semen a s pudni vlhkosti béhem kliceni a vyvoje
rostlin (Hollaway et al., 1996).

Destové kapky odrazejici se od povrchu piidy maji pravdépodobné velky vliv pfi
Siteni choroby v porostech. Zjistilo se, ze pii pocateCnich fazich infekce se nejvyraznéjsi
priznaky objevuji na spodnich ¢astech rostlin, které jsou jen nékolik centimetrti nad povrchem

pudy (Benada et al., 1958).

Ochrana

Doporucuje se ptredevsim péstovani odolnych odriid (Benada et al., 1958). Kazda rasa
P. s. pv. pisi zplsobuje trochu rozdilné ptiznaky na jednotlivych odridach diferenciacniho
souboru odriid, na némz je mozné rasy spolehliveé rozlisit. V urcitych lokalitdich mohou zdroje
nakazy ptedstavovat i odolné odriidy hrachu, protoze mohou pienaset rasy P. s. pv. pisi, vaci

kterym jsou samy rezistentni. Znalost genetické variability u odrad hrachu s ohledem na jejich



rezistenci nebo nachylnost k jednotlivym rasam P. s. pv. pisi je dilezitym piedpokladem pro

jejich tspésné péstovani (Kokoskova et al., 1998).

3.4.4.2. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Burkholder 1926)
Gardan et al. 1992

Choroba

Bakterialni gloriova spdla fazolu

Vyznam a Skodlivost

Choroba je hospodaisky nejvyznamnéjsi bakteriozou luskovin a mize ptsobit znacné
Skody pfedevsim u mladych rostlin (Kidela et al., 2002; Rod et al., 2005). Vyskytuje se ve
vSech péstitelskych oblastech fazolu na svété. Poprvé byla zaznamenana v USA v roce 1924.
V roce 1927 byla vyizolovana Burkholderem ze vzorka fazoli Svycarského ptivodu. Nejvétsi
Skody byvaji zptisobovany za chladnéjsiho a vlhkého pocasi. Nebyva vzacnosti, Ze je touto

chorobou napaden cely porost (Benada et al., 1958).

Hostitelské rostliny

Ptirozenymi hostiteli jsou hlavné fazol obecny a fazol Sarlatovy, ale mohou to byt
1 dalsi druhy fazolu. Neni vylouceno, ze mezi hostitelské rostliny patovaru phaseolicola byly
zafazeny ty druhy bakterii, které jsou ve skuteCnosti napaddny jinymi patovary druhu

P. syringae, napt. pv. syringae (Kidela et al., 2002).

Piiznaky

Pfi vzchazeni rostlin z infikovanych semen se na délohdch objevuji vodnaté, hnédé
zabarvené skvrny. Pfi silném napadeni semen bakterie prechdzi i na vegetacni vrchol a
rostlina v raném stadiu odumira (Benada et al., 1958). Patogen pronikne do cévnich svazkl a
dochazi k systémové infekci. PostiZzené rostliny jsou zakrslé a chlorotické nebo reverzibilné
vadnouci. Listy byvaji mozaikové a znetvofené. Pomérné béznym piiznakem u rostlin
vyrostlych z infikovanych semen je vodnata 1éze v misté prvniho listového nodia, postupné se
zveétSujici, az obepina cely stonek (Kudela et al., 2002).

Na listech, do nichz bakterie vnikaji priiduchy, se vytvareji mensi nekrotické
hnédnouci a zasychajici skvrny. Kolem téchto skvrn se vytvaii napadnd zlutozelena obruba az
2,5 cm velka, tzv. halo (Benada et al., 1958). Je zptisobeno phaseolotoxinem, vylu¢ovanych

patogenem. Halo neni patrné, jestlize jsou skvrny pocetné nebo je horké pocasi. Tvorba



phaseolotoxinu zavisi na kmenu patogena a okolni teploté, jejiz optimum pro projev tohoto
ptiznaku je 16-20 °C (Kudela et al., 2002).

Vytvoii —1i se lusky, objevuji se na nich zpocatku okrouhlé, pak splyvajici syté
zelené, vodnaté, jakoby mastnotou prosycené skvrny. Skvrny po dozrani luskti hnédnou.
Za vlhkého pocasi, zejména v rannich hodindch se vylucuje ze skvrn jak na listech, tak na
lodyhéch a luscich bezbarvy
nebo bélavy sliz, ktery po
zaschnuti  pokryva skvrny
jako stiibfité leskly povlak
(Benada et al., 1958). Skvrny

na luscich mohou zasahnout 1

cévni svazky hibetniho a

spodniho  $vu, v okolnim
pletivu se pak objevi podlouhlé 1éze. Infikovana semena maji diskolorované¢ osemeni, coz je
napadné na bile a svétle zbarvenych semenech nebo jsou semena scvrkld a svrastéla
(Kuadela et al., 2002). Zrna mohou byt infikovana bud’ proniknutim bakterii sténami lusku
nebo ze svazkl cévnich. V tomto piipadé bakterie pronikaji poutkem (funikulem) a §ifi se pod

osemenim zrna (Benada et al., 1958).

Sifeni

Siteni bakterioz a jejich vyskyt podporuje prevazné dést. Pomoci destovych kapek se
bakterie rozstiikuji z povrchu skvrn do okoli. Na Sifeni bakterii mé& velky podil vitr
(Rod et al., 2005). Bakterie se dostavaji do rostliny priduchy, hydatodami a mechanickymi
poskozenimi vzdy jen tehdy, nachézi-li se na povrchu rostlin voda (Rod et al., 2005). Zdrojem
infekce mohou byt infikovand semena, infikované plevelné rostliny nebo zbytky rostlin

v pude.

Ochrana

Péstovat luskoviny se doporucuje v susSich, vzdusnych a slunnych oblastech,
upfednostiiuji se luskoviny s vysSSim stupném odolnosti proti bakteriozam. Nepiimou
ochranou je pouzivani zdravého osiva (Rod et al., 2005). Vybiraji se partie osiva, které jsou
prosté nakazy. Mofeni semen streptomycinem je ucinné, ale ve vétSiné evropskych zemi
zakézané (Kudela et al., 2002). Semenaiska pole se postiikuji nebo poprasuji médnatymi

pripravky. Dulezité je zachovavat osevni postupy (Benada et al., 1958). Za prozatim jedinou,



ale zna¢né riskantni pfimou ochranu lze povazovat termickou dezinfekci semen 10 minut pii

50 °C nebo 30 minut pti 45 °C (Rod et al., 2005).

3.4.4.3. Pseudomonas syringae pv. glycinea (Coerper 1919) Young et al. 1976

Choroba

Bakterialni spala soji

Vyznam a Skodlivost
Tato choroba je v oblastech intenzivniho péstovani soji velmi rozsifena, protoze je
pfenosna osivem z napadenych luskii. Pfi silném napadeni porostu sdje zplisobuje bakterie

pfedcasny opad listl a tim i snizeni vynosu (Benada et al., 1958).

Hostitelské rostliny

Hostitelskymi rostlinami jsou druhy sdji.

Priznaky

Charakteristickymi pfiznaky jsou skvrny na listech o velikosti 1-2 mm, vétSinou
nepravidelného tvaru. Skvrny jsou nejprve Zluté, pozdéji nahnédlé a tmavnouci, obklopené
tzv. halo, uprostted maji obvykle vodnaty dvirek
(Benada et al., 1958). Krom¢ listil najdeme nekrozy i na stoncich
a luscich. Napadend mista se postupné zvétSuji a splyvaji,
rostlinné pletivo zasychd a vypadava, takze listy jsou potrhané.
Na spodni strané listii se na skvrnach Casto hromadi bakterialni
sliz, ktery zaschne a zlstane jako lesklé Supinky Ipét na povrchu.
Za vlhka se rychle rozpousti a je zdrojem dalsi ndkazy.

Foto:www.ext.vt.edu Bakteridlni spéala postihuje soju v kazdém vyvojovém

stadiu, od kli¢icich az po dospélé rostliny. Na délohéach se vyskytuji nahnédlé skvrny brzy po
vzejiti rostlin. Mnohdy se rychle zvétSuji a zachvati i hypokotyl a rostlinka pak hyne. Z déloh
postupuje infekce do pravych listi. Napadena pletiva jsou nejprve vodnata, pak zloutnou a
hnédnou. V dobé zralosti jsou temné¢ hnédd az purpurové cernd (Benada et al., 1958).

Napadena semena jsou skvrnitd, ale téz zdanlivé neposkozena semena mohou byt infikovéna.



Siteni

Rozvoj této choroby podporuje studené destivé pocasi. Patogen pronikéd do hostitelské
rostliny nejcastéji pridduchy, do semen se dostava zpravidla po infekci kvéta. Bakterie pieziva
na rostliné v rezidentské fazi. Jeji pfenos na zdravé porosty je vyznamny pii silném destivém
vétru, napf. pii bouice bylo zjisténo okolo 150 bakterii P. s. pv. glycinea v 1 metru
krychlovém vzduchu nad napadenym porostem s6je (Kidela et al., 2002). Na delsi vzdalenost
je bakterie pfenosnd osivem znapadenych luskli. Mikroorganismus vétSinou piezimuje
v napadenych rostlinnych zbytcich so6je, pokud nejsou vcéas zapraveny do puady

(Benada et al., 1958).

Ochrana

Doporucuje se pouzivat zdravé osivo. Protoze bakterie pfezimuje v pletivech semene,
mofieni neni zcela ucinné, zni¢i vSak alespon patogeny na povrchu. Mezi ucinnéjsi opatieni
patii péstovani odolnych odrid, odstranovani posklizinovych zbytkli z pozemku a dodrzovani
osevniho postupu (Benada et al., 1958). V pokusech se osvéd¢ila ultrazvukové radiace proti

bakterii v semenech s6ji po oSetfeni davkou 23,3 kHz po dobu 15 minut (Kidela et al., 2002).

3.4.5. Obiloviny

Choroby obilnin zptisobené bakteriemi druhu P. syringae nejsou v nasich podminkach
tak Casté, nebot” klimatické podminky na nasem uzemi nejsou optimalni pro jejich rozvoj a
Siteni. 'V porostech obilnin se mizeme kromé polyfagni fytopatogenni bakterie

P. s. pv. syringae setkat s dal$imi tfemi druhy, které vyvolavaji hlavné listové skvrnitosti.

3.4.5.1. Pseudomonas syringae pv. coronafaciens (Elliott 1920)

Young, Dve & Wilkie 1978

Choroba

Bakterialni gloriova skvrnitost

Vyskyt a Skodlivost
I kdyz ji najdeme ve vSech péstitelskych oblastech ovsa, nezpisobuje u nas zadné

hospodaisky vyznamné vynosové ztraty (Kokoskova, 2003). Benada et al. (1958) uvadi, ze



v rané vyvojové fazi choroba neptsobi zvlastni snizeni vynosu, v dobé metani vSak mtize

urodu znacné poskodit.

Hostitelské rostliny
Vykytuje se pfedevSim na ovsu, ale miizeme ji najit 1 na kukufici, vyjimecné také na

Zitu, je€meni, pSenici a nékterych travach (Kokoskova, 2006).

Priznaky
Charakteristickymi piiznaky jsou drobné vodnaté skvrny s chlorotickym prstencem po
obvodu, tzv. halo, které mizeme najit na vSech nadzemnich organech, nejcastéji vSak na
. listech. Pfi silném napadeni rostlin patogenem skvrny
\:: m splyvaji, listy zloutnou, usychaji a mnohdy se i zkrucuji
i/ . (Kokoskova, 2003). Na listové cepeli, zfidka na pochvé
nebo plevach, se zpocatku tvoii svétle zelené, casteCné
hnédé, vétSinou ovalné skvrny. Neékdy jsou obklopeny
olejovym lemem. Obcas lze ve stiedu 1ézi vidét malé
stiibrné Supinky vyschlého exsudatu (Kudela et al., 2002).
Ptiznaky lze zaménit s bakteriézami zpiisobenymi
jinymi patovary druhu P. syringae, zvlasté kdyz se

nevytvori vyrazné chlorotické halo okolo nekrotické 1éze,

aedu které je pro bakterialni gloriovou skvrnitost charakteristické.
To vznika ptisobenim toxinu vylu¢ovaného patogenem, ale pti teplotach vyssich nez 22 °C se

halo netvofti (Kokoskova, 2003).

Sifeni

Patogen pronika do rostlin zpravidla pfirozenymi otvory jako jsou priiduchy nebo po
poranéni msSicemi nebo jinym hmyzem. Doba inkubace je 2-3 dny. Za pftiznivych
povétrnostnich podminek se onemocnéni §ifi 1 sekundarné. Klasky byvaji infikovany vétSinou
v dob¢é metani. Hlavnim zdrojem infekce jsou poskliziiové zbytky, ale v malé mife se bakterie

mohou pienaSet také na pluchach a v perikarpu (Benada et al., 1958).

Ochrana
Doporucuje se strnisté po infikovanych porostech hluboko zaorat. V osevnim postupu

je nutné dbat na to, aby se oves na daném pozemku nepéstoval v jednotlivych letech po sobé.



Pfes tato opatfeni se patogen muze vyskytnout, ale hlavné ve vlhéich oblastech

(Benada et al., 1958).

3.4.5.2. Pseudomonas syringae pv. atrofaciens (McCulloch 1920)
Young, Dve & Wilkie 1978

Choroba

Bakterialni hnédnuti baze plev

Vyskyt a Skodlivost

Choroba je rozsitena takika ve vSech oblastech, kde se péstuje pSenice a kde v dobé
metani prevldda vlhké pocasi. U nas Skodlivost choroby nebyvd vyznamna
(Kokoskova, 2003). Pfi pozdnim napadeni bakterii neni ovlivnéna sklizeni. Pokud vSak dojde
k napadeni v obdobi mlécné zralosti, choroba piejde na obilky a zabrani jejich normalnimu

vyvoji. Obilky zakrni, ¢ast zrna zCernd a embryo odumie (Benada et al., 1958).

Hostitelské rostliny

Hostiteli jsou pfevazné pSenice a je¢men (Kokoskova, 2003).

Priznaky

Na bazalnich ¢astech pluch, Casto jen na jejich vnitini stran€, je patrné zhnédnuti.
V horni poloviné stébla byvaji nepravidelné tmavohnédé skvrny (Kidela et al., 2002).
Infikované baze plev a  stébla
hostitelskych rostlin  vykazujici poté
hnédé  zbarveni, kter¢ je  tim
intenzivnéj$i, ¢im bohatsi jsou destoveé
srazky od pocatku metani do konce
mlécné  zralosti  (Kokoskova, 2003).
e N Choroba napada obilky, pluchy 1 listy.
ﬁ Vyvolava zhnédnuti spodni ¢asti pluch,

IUORTNNAGEIRSEIEIEXVO Nl o2 je rozliSovacim znakem od &ernani

pluch pSenice. Nekdy pii silném napadeni cerna cela plucha. Pfi slabém prubéhu choroby se

zbarvi temné jen vnitini ¢ast pluchy a navenek se choroba neprojevuje. U obilek zCerna



embryo. Na listech se objevuji hnédé nebo belavé skvrny. Kromé toho mohou bakterie
vyvolat trouchnivéni horniho listu a klasu, zhnédnuti koleoptile, zEervenani pluch a zrn a
zakrslost rostlin. Na napadenych mistech se tvofi nendpadny Sedy bakteridlni exudat. Témito
priznaky se bakteridza pluch zietelné 1i§i od nakazy Helminthosporium sativum a jinymi

houbami, ackoli bakteridza se s nimi ¢asto vyskytuje spolecné (Benada et al., 1958).

Sifeni
Napadeni bakterii P. s. pv. atrofaciens se na rostlindch §iti hlavn¢ v deStivém pocasi

v obdobi od poc¢atku metani do konce voskové zralosti (Kokoskova, 2003).

Ochrana

Je nutné vénovat pozornost vybéru osiva (Benada et al., 1958).

3.4.5.3. Pseudomonas syringae pv. striafaciens

(Elliott 1927) Young, Dye & Wilkie 1978

Choroba

Bakteridlni pruhovitost

Vyskyt a Skodlivost

K vyznamnéjsim Skoddm doslo koncem 80. let minulého stoleti v Jizni Africe

(Kokoskova, 2008).

Hostitelska rostlina

Patogen napada hlavn¢ oves a je¢men (Kokoskova, 2003)



Priznaky

Ptiznaky se projevuji jako podélné Zlutohnédé
skvrny objevujici se na listové Cepeli, které pozdéji
nekrotizuji a pii siln€jSim napadeni splyvaji v podélné
pruhy. Byvaji Casto zaménovany s poSkozenim rostlin
nizkymi teplotami nebo houbou rodu Septoria

(Kokoskova, 2008).

Sifeni
Choroba se §ifi za destivého a vétrného pocasi,
kdy bakterie vstupuji do rostlin pfirozenymi otvory a po

poranéni rostlin.

Ochrana

Ochrana spociva v dodrzovani stejnych opatieni jako u jinych bakteridlnich chorob
obilnin. Vybér odolnych odrid pro oblasti se zvySenym vyskytem tohoto patogena

predstavuje slibnou moznost, jak snizit vyskyt choroby.



3.5. Testy provadéné v bakalarské praci

V bakalaiské praci byly pouzity tii zakladni testy, které se b&zné pouZivaji
v bakteriologické laboratofi pii rozborech vzorkli podezielych znapadeni patogeny
bakteridlniho ptvodu, zvlast¢ v pfipadé podezieni na fytopatogenni bakterie druhu

P. syringae.

3.5.1. Test oxidazy

Timto testem se prokazuje schopnost tvorby enzymu diaminoxidazy. Test spociva
v tom, Ze u bakterii, které obsahuji enzym diaminooxidazu dojde v pfitomnosti vody a kysliku
k odstépeni aminoskupiny z diaminti za vzniku peroxidu vodiku, coz se projevi fialovym
zabarvenim reakce. Takto se rozliSuji v ramci rodu Pseudomonas fytopatogenni druhy, které
jsou vtestu negativni od druht nefytopatogennich, které jsou vtestu pozitivni
(Klement et al., 1990). Vyjimku tvoii napt. bakterie P. marginalis ¢i P. cichorii, které jsou

sice fytopatogenni, ale oxidaza pozitivni (Schaad et al., 2001).

3.5.2. Test hypersenzitivity na tabaku

Test hypersenzitivity na tabdku umoziuje rozliSeni fytopatogennich hostitelsky
specializovanych bakterii (P. syringae pv. tabaci), vyvolavajicich ptiznaky onemocnéni, od
hostitelsky nespecializovanych bakterii (fytopatogenni druhy Pseudomonas a Erwinia), které
vyvolavaji hypersenzitivni reakci. Saprofytické bakterie nezplisobuji Zadné ptiznaky.

Hypersenzitivni reakce je charakteristickd tim, Ze do 24 hodin po aplikaci bakterialni
suspenze do listll tabaku se objevi ohranic¢end nekrdza, zatimco pii normalni infekci dochazi
v prub¢hu nékolika dnti k postupné neohranic¢ené nekrotizaci rostlinnych pletiv.

Test hypersenzitivity a tabdku je nejbéznéj$i z testii pouzivanych k rozliSeni
fytopatogennich a saprofytickych pseudomonad. Bakterie P. s. pv. syringae a dalsi patovary
rostlinnd pletiva tabaku nekrotizuji, zatimco nefytopatogenni pseudomonady nezptsobuji na

rostlinach tabaku zadné ptiznaky (Kokoskova, 2006).

3.5.3. Sérologicky aglutinacni test
Sérologické metody jsou zaloZzeny na reakci specifickych protilatek s antigenem.
Témito protilatkami jsou nejcastéji imunoglobuliny, které se tvoii v krevnim séru obratlovcii

jako reakce na pfitomnost antigenu. Pokud se antigen setkd s homologni protilatkou, reakce je



pozitivni a projevi se aglutinaci antigenu s protilatkou. Pro tento test se pouziva polyklonalni
antisérum o znameé citlivosti a specificnosti (Kokoskova, 1998).

Antigenem se puvodné oznaCovala Céstice, na kterou se vazi protilatky. Objekty
vyvolavajici tvorbu protilatek se oznacovaly jako imunogeny-dnes nahrazeny slovem antigen.
Jsou to objekty, vii¢i nimz vznikd v téle imunitni reakce. Hlavnim rysem antigenu je jeho
cizorodost (Jilek, 2002). U bakterii rozliSujeme antigeny hloubkové, které se nachazeji v
cytoplazmé bakterii a antigeny povrchové, které jsou na povrchu bakteridlni buiiky. Pohyblivé
druhy bakterii s bi¢iky maji navic zvlastni antigeny bicikové. Antigeny jsou rozpustné nebo
koloidni latky, které se vyznacuji uréitym strukturalnim usporadanim a vétSinou také velkou
molekulovou hmotnosti. Jsou to zpravidla bilkoviny. Antigeny se déli na celobunécné nebo
purifikované, to jsou napf. ribozémy, glykoproteiny, somaticky O antigen a membranovy
komplex MCP (Kokoskova, 1998).

Pro ptipravu polyklondlnich antisér se pouzivaji vétSinou kralici. Po obdrzeni vzorku
protilatky v odpovidajicim titru je kralikim odebirdna krev z usni vény. Odebrana krev se
nechd aglutinovat pti pokojové teploté. K Uplnému oddé€leni plazmy od krevni srazeniny
dochdzi do 24 hodin pfi teploté 4 °C. Poté se plazma, v niZ je soustfedéna vétSina protilatek,
steriln¢ odsaje a centrifuguje. Takto ziskané antisérum nazyvame surovym a skladujeme jej
pii teploté 4 °C a konzervujeme azidem sodnym. Citlivost a specificnost antiséra vici
homolognimu antigenu se stanovi asi po mésici (Kokoskova, 1998).

Aglutinacni test patii k nejjednodussim sérologickym testim. Vysledky testu souvisi
s kvalitou pouzitého antiséra. Polyklonalni antiséra mivaji zpravidla méné ¢i vice kiizovych
reakci s jinymi bakteriemi nez je bakterie cilova, nebot’ jsou to smési protilatek. Proto se musi
Casto pred pouZitim upravit.

Citlivost antiséra se stanovi zptsobem, Ze se cilova bakterie testuje v fedici fad¢ a titr,
neboli nejvyssi fedéni, pii kterém je aglutinacni reakce s cilovou bakterii jesté spolehliveé
rozliSena, se zvoli jako funk¢ni titr. Sérum se pak v laboratornich testech pouziva v tomto
fedéni. Specifi¢nost polyklonalniho antiséra se stanovi tak, ze se antisérum testuje s riznymi
fytopatogennimi a saprofytickymi bakteriemi, které se mohou vyskytovat na stejné hostitelské
rostliné jako cilovd bakterie. Pokud se zjisti kiizova reakce antiséra s nékterou z téchto
bakterii, provadi se vysyceni antiséra. Po této tipravé jiz antisérum vésinou kiizove nereaguje
(Jermoljev a Pozdéna, 1972).

Mnohé firmy, které se zabyvaji vyrobou protilatek stanovuji sice odpovédné citlivost,

ale nikoliv specifi¢nost antisér. Prodavaji-li antiséra neupravend, u nichz se objevuji kiizové



rakce s doprovodnymi bakteriemi, nemohou byt pak vysledky testli, v nichz se antiséra

pouzivaji, dostate¢né spolehlivé.



4. Material a metody

4.1. Izolace bakterii z rostlinného materialu

Bakterie jsme izolovaly z nekrotickych skvrn na plodech, listech a fapicich rostlin
rajéete a listech okurky. Césti rostlin jsme velmi jemné postiikaly lihem. Bylo to z déivodu
potlaceni saprofytickych organismt na povrchu listi a zmirnéni nartistu téchto bakterii na
zivném mediu v Petriho misce. Poté jsme ozehly ziletky, nechaly jsme je vychladnout a
vybiraly vhodnd mista k izolaci. Takovym mistem byla napf. nekrotickd skvrna na listu
rajcete. Jeji okrajovou Cast a ¢ast zdravého pletiva jsme vytizly. Vznikl asi 2 mm silny kousek
pletiva. Takto ziskany segment jsme daly do kapky sterilni vody na vychladlém hodinovém
sklicku, které bylo pfedem vysterilizované plamenem. Vysterilizovanymi skalpely jsme dany
kousek pletiva fadn¢ rozmélnily.

Poté jsme provedly kiizové roztéry na King B médium (King et al., 1954), které je
povazovano za jedno znejvhodnéjSich zivnych médii pro izolaci a kultivaci bakterii
Pseudomonas spp., nebot’ bakterie tohoto rodu na ném fluoreskuji a odliSuji se tak od jinych
fytopatogennich ¢i saprofytickych bakterii. Po dvou dnech jsme pod binolupou vybiraly ze
smési rtiiznych narostlych kolonii takové, které svoji morfologii odpovidaly pseudomonadam
a opct je kiizovym roztérem nanaSely na Cerstvé pfipraveny agar v P. miskach. Misky
s bakteriemi jsme inkubovaly v termostatu pii 23-25 °C.

Takto jsme postupné vyizolovaly Cistou kulturu, kterou jsme dale pieockovavaly

v hadovitych roztérech a pouzivaly pro nasledné testy.

4.1.1. Médium
Médium King B (King et al., 1954)
Na 300ml destilované vody

Pepton 6g
K,HPO4 0,45¢g
MgSO4 x7 H,O 0,45¢g
Glycerol 2,7 ml
Agar 10g

Médium se upravuje na pH 7,2 (pomoci HCI ¢i NaOH) a nasledné sterilizuje v tlakové nadobé

pfi 120 °C po dobu 20 minut.



Nejprve jsme provedly testy, které ndm pomohly zjistit, zda se jedna o fytopatogenni
¢1 nefytopatogenni bakterie. Témi jsou napt. test oxiddzy a test hypersenzitivity na tabaku. Pfi

potvrzeni fytopatogenity jsme tyto izolaty pouzily do testu aglutinace.

4.2. Test oxidazy

Pro tento test jsme si pfipravily dvoudenni kulturu bakterialnich izolath podezielych
na bakterie rodu Pseudomonas. Oxidacni Cinidla jsme mély pfedem ptipraveny a byly
zabaleny v alobalu, aby nedochéazelo ke kontaktu cinidel se svétlem. Skladovany byly
v chladu v lednici. Déale jsme pouzily filtra¢ni papir o velikosti A 3 pteloZzeny na polovinu,
mezi jehoZ spodni a vrchni vrstvu jsme vlozily vrstvu alobalu. Pfipravily jsme si P. misky
s jiz narostlymi testovanymi izolaty a sterilni skalpely. Poté jsme odebraly z misky cast
bakterialni masy o velikosti asi 0,25 cm® vyzihanym a vychladlym skalpelem a setiely ji na
filtra¢ni papir. Na pienesenou kolonii bylo nakapano malé mnoZzstvi smési oxidacnich ¢inidel.
Béhem nékolika minut se bakterie obsahujici enzym diaminooxiddzu zbarvila fialovée,
ostatnim zustala jejich piivodni barva.

Jako pozitivni kontrola byla pouzita bakterie P. fluorescens CCM 2115 a jako
negativni kontrola bakterie P. s. pv. syringae CCM 4073.

4.2.1. Postup pripravy ¢inidel
Pro tento test je tfeba piipravit ¢erstva oxidacni Cinidla:
Cinidlo A: 0,1 g p — fenylendiaminu
10 ml destilované vody
Cinidlo B: 0,05 g alfa naftolu
5 ml alkoholu

Tésné pred pouzitim byla ¢inidla smichdna v poméru 2A:1B



4.3. Test hypersenzitivity na tabaku

Pro tento test jsme vyuzivaly zdravych rostlin tabaku jiz dostatecné vzrostlych.
Nejdiive jsme si pripravily suspenzi bakterii v destilované vod¢. Nabraly jsme velké mnozstvi
bakterialni masy (vrchovatou klicku), kterou jsme vlozily do mikrozkumavek (Ependorf) a
rozptylily asi v 1,5 ml destilované vody. Poté jsme takto pfipravené zkumavky vlozily do
stojanku a nechaly jsme je tfepat na tfepacce asi pil hodiny, az vznikla homogenni smés.

Béhem této doby jsme si ptipravily sterilni injekéni stiikacky a popsaly je Cisly danych
vzorkl. Pfipravily jsme si popisky na samolepky o velikosti 1-1,5 cm, které jsme vlepovaly
na listy tabdku tésn€ vedle kazdého vpichu. Poté jsme si nabraly suspenzi do injekéni
stiikacky, vybraly vhodny list tabdku a do jeho hlavni Zzilky jsme injikovaly inokulum.
Ne vzdy se podafilo napichnout spravné zilku v listu, proto existuje jest¢ jeden zplisob
vpraveni suspenze do rostliny a to tak, Ze odejmeme jehlu z injekéni stiikacky, uchopime list
a oto¢ime spodni stranu smérem k sob¢, na ni piilozime injekéni stiikacku a pod tlakem
aplikujeme do listu inokulum. Na jednom listé, pokud je dostatecné velky, je mozné jeden
vzorek aplikovat do vice mist. My jsme se snazily napichnout pazdi hlavni zilky. Poté jsme
odejmuly jehlu a pro druhé misto aplikace na listu jsme vyuzily druhy zpisob bez jehly.
Kazdy izolat jsme tak inokulovaly ve dvou opakovénich, prvnim a druhym zplsobem
provedeni. Na list jsme nalepily jiz pfipravenou samolepku s ¢islem vzorku. Jako pozitivni
kontrolu jsme pouzivaly sbirkovy kmen P.s. pv. syringae CCM 4073 a jako negativni
kontrolu sbirkovy kmen P. fluorescens CCM 2115.

Test jsme hodnotily po 24 hodinach. Jako pozitivni reakci jsme hodnotily nekrotickou
skvrnu, kterd se vytvofila na listové Cepeli v misté aplikace inokula. Tam, kde byla
aplikovana negativni kontrola, k zadné reakci nedoslo a pletivo se jevilo zdravé, proto jsme
tuto reakci hodnotily jako negativni.

Vysledky tohoto testu ziskdme pomérné rychle a jsou relativné spolehlivé. Tento test

nevyZzaduje sterilni podminky a specialni vybaveni laboratofte.

4.4. Sérologicky aglutinacni test

Pro tento test jsme pouzivaly polyklonalni antiséra od firmy Neogén Europe Ltd. (VB)
pro druh P. syringae. Prvni antisérum bylo pfipraveno firmou pro identifikaci P. s. pv. tomato
a druhé pro P.s. pv. syringae. V testech jsme pouzily postupné ob¢ antiséra, ktera jsme
testovaly s nasimi izolaty, abychom zjistily, o ktery patovar se jedna. Bakterie obou patovara

vyvolavaji na rostlinach rajcete stejné ptiznaky a jsou proto nerozlisitelné.



Krom¢ antisér dodavd firma Neogén Europe Ltd. (VB) ve svém baleni specialni
papirové karticky, na které jsme napipetovaly antisérum a pfibalenymi sterilnimi paratky
nabraly bakteridlni masu zP. misky a dikladn¢ rozetfely v kapicce antiséra. Po tfech
minutach jsme hodnotily vznik vlo¢ek, a to bud’ jednim, dvéma nebo tfemi znaménky plus dle
intenzity reakce. V piipadé, ze se vlocky nevytvorily viibec, hodnotily jsme vysledek reakce

znaménkem minus (viz. obrazek 4 v priloze).

+++ uplna aglutinace
++ neuplna aglutinace
+ slaba nebo stopy aglutinace

- zadna aglutinace
Do tohoto testu jsme zafadily oxiddza negativni (negativni v testu oxidazy),
fytopatogenni (pozitivni v testu hypersenzitivity na tabaku) izolaty, u kterych jsme mély

podezieni bud na P. s. pv. syringae nebo na P. s. pv. tomato.

Vysledky vSech provadénych testi jsme zaznamenaly do tabulky a graficky vyjadrily.



5. Vysledky

Izolaty, které jsme ziskaly ze vzorkli napadenych rostlin byly zaznamenany do tabulky
¢. 1. Vzorky rostlin pochéazely z riznych péstitelskych oblasti plodové zeleniny na Morave.

Tabulka 1: Seznam testovanych izolati podezielych na Pseudomonas syringae

Poradové Cislo Hostitel/ Odruda/ .. ,
Cislo izolatu rostlinny orgin novoslechténi Péstitelska oblast

1 1/1 Rajce/list - Znojemsko
2 2/1 Okurka/list - Znojemsko
3 4/3 Rajce/plod - Znojemsko
4 12/2 Rajce/list Sejk Bieclavsko
5 13/1 Rajce/list Dublet Breclavsko
6 15/1 Rajce/list Denar Pierovsko
7 15/2 Rajce/list Bery Pierovsko
8 16/2 Rajce/list Dabl Pterovsko
9 17/1 Rajce/list Eskort Prerovsko
10 17/4 Rajce/list Eskort Prerovsko
11 17/7 Rajce/plod Eskort Prerovsko
12 18/1 Rajce/list Karla Pterovsko
13 19/3 Rajce/list Pavlina Prerovsko
14 20/3 Rajce/list Proton Prerovsko
15 21/1 Rajce/list Semarol Prerovsko
16 21/6 Rajce/list Semarol Prerovsko
17 21/7 Rajce/plod Semarol Prerovsko
18 22/6 Rajce/list Toro Pierovsko
19 23/4 Rajce/list Tritonex Prerovsko
20 101/1 Rajce/list 101 Pierovsko
21 108/4 Rajce/plod 108 Prerovsko
22 110/2 Rajce/list 110 Prerovsko
23 203/3 Rajce/list 203 Prerovsko
24 213/2 Rajce/list 213 Pterovsko
25 215/1 Rajce/list 215 Prerovsko
26 223/2 Rajce/list 223 Prerovsko
27 232/1 Rajce/list 232 Prerovsko
28 235/1 Rajce/list 235 Prerovsko
29 243/3 Rajce/list 243 Prerovsko
30 261/1 Rajce/list 261 Prerovsko




V tabulce €. 2 jsou zaznamenany vysledky laboratornich testti, které jsme pouzily pro urceni
izolatl, které jsme ziskaly z napadenych rostlin.

Tabulka 2: Vysledky laboratornich testu s izolaty podezi‘elymi na Pseudomonas syringae

v Test Aglutinacni test
POI:‘?dOVé .Cis'l > "I.‘es’t hypersenzitivity | P. syringae pv. | P. syringae pv.
Cislo izolatu | oxidazy ; yringae p yringae p
na tabaku tomato syringae

1 1/1 - + +++ ++
2 2/1 - + - +(+)
3 4/3 - + +++ -

4 12/2 - + +++ (+)
5 13/1 + - + 4+ ++
6 15/1 - + +++ (+)
7 15/2 - + +++ -

8 16/2 - + +++ (+)
9 17/1 - + ++ -
10 17/4 - + +++ -
11 17/7 - + +++ -
12 18/1 - + +++ -
13 19/3 - + +++ -
14 20/3 - + ++ -
15 21/1 - + +++ -
16 21/6 - + +++ +
17 21/7 - + +++ -
18 22/6 + - a4 +
19 23/4 - + T4+ +
20 101/1 - + +++ -
21 108/4 - + +++ -
22 110/2 - + +++ +(+)
23 203/3 - + ++ (+) -
24 213/2 - + ++ (+) -
25 215/1 - + ++ (+) -
26 223/2 - + +++ -
27 232/1 - + +++ (+)
28 235/1 - + +++ (+)
29 243/3 - + +++ +(+)
30 261/1 - + +++ -




Celkem jsme testovaly 30 izolati podezielych na P. syringae. Z téchto izoléti bylo 28
oxidaza negativnich a zaroven pozitivnich v testu hypersenzitivity na tabaku. Z vysledki
obou testli vyplynulo, ze tyto izolaty byly fytopatogenni. Dva izolaty, a to 13/1 a 22/6, byly
oxidaza pozitivni a zdroven negativni v testu hypersenzitivity na tabaku. Na zaklad¢ vysledki
obou téchto testli bylo ziejmé, Ze oba izolaty byly nefytopatogenni.

Vsech 30 izolath jsme ovéfovaly v aglutina¢nim testu s polyklonalnimi antiséry pro
P.s. pv. tomato a P.s. pv.syringae od firmy Neogen Europe Ltd.(VB). Dvacet sedm
fytopatogennich izolatl, pochéazejicich z rajcete, reagovalo velmi silné (vesmés na tfi plus)
s antisérem pro P. s. pv. tomato, a proto jsme je povazovaly za izolaty, které patfily k tomuto
patovaru.

Jen jeden izolat, a to 2/1, ktery pochdzel z okurky, reagoval pouze s antisérem pro
P. s. pv. syringae, a proto jsme mohly piedpokladat, ze patii k tomuto patovaru.

U nékterych fytopatogennich izolath jsme zaznamenaly také kiizové reakce s obéma
antiséry. Deset izolat urenych jako P. s. pv. tomato (na tii plus) reagovalo i s antisérem pro
P. s. pv. syringae. Tato kiizova reakce vSak byla mnohem slabsi.

Dva nefytopatogenni izolaty, a to 13/1 a 22/6, reagovaly pozitivné s obéma antiséry, i
kdyZz nemély reagovat ani s jednim z nich. Proto jsme hodnotily reakce obou izolati s obéma
antiséry jako faleSné pozitivni reakce.

Na zaklad¢ provedenych testi jsme ve vzorcich rajéete ziskanych zriiznych
péstitelskych oblasti jizni a stfedni Moravy spolehlivé prokdzaly piitomnost ptvodce

teCkovitosti rajcete.



Grafické znazornéni

Graf 1:

Reakce izolati s antisérem Pseudomonas syrinagae pv.
tomato

O+ + neaplna E++ +aplnda O+ + (+) rozhraniaplné a netplné

11%

Jak je zgrafu ¢ 1 patrné, zcelkového poctu 27 izolath potvrzenych jako
P. s. pv. tomato, 82 % izolath poskytlo uplnou reakci aglutinace, vyjadienou ttemi plus, 7 %
izolatl netplnou reakci aglutinace vyjadienou dvéma plus a 11 % izolath reagovalo na hranici

uplné a neuplné aglutinace.



6. Diskuse

Vysledky, ke kterym jsme dospély na zakladé testl, prokéazaly, ze v roce 2008 se na
jizni a sttedni Moravé vyskytoval v porostech polnich rajcat piivodce bakteridlni teCkovitosti
rajcete, bakterie P. s. pv. tomato.

Ptiznaky na listech a plodech rajc¢at nas vedly k domnénce, ze se jedna o bakterialni
teckovitost rajcete, kterou miize zpusobit P. s. pv. tomato, ale také P. s. pv. syringae. Oba tito
ptivodci  zplusobuji pouhym okem nerozliSitelné ptiznaky (Kidela et al., 2002;
Kokoskova, 2008). Dle ptiznakli jsme si vSak nemohly byt jisté, zda se nemiize jednat také o
bakterialni skvrnitost rajéete, kterou zptsobuje Xanthomonas vesicatoria, ktera patfi v CR
mezi karanténni organismy. Ob¢& tyto choroby vyvolavaji podobné ptiznaky, nekrdzy
ohrani¢ené zlutym okrajem (Kidela et al., 2002; Kokoskova, 2008). Urcity rozdil je vSak
patrny na plodech, kde bakterie Xanthomonas vesicatoria tvoti vpadlé strupovité skvrny,
zatimco bakterie P.s. pv.tomato 1 pv. syringae zpusobuji vyvysSené ,asfaltové” skvrny
(Kidela et al., 2002; Kokoskova, 2008). Testovani bylo zaméfeno na tyto tii bakterie, pfi¢emz
ja jsem se vénovala druhu Pseudomonas syringae.

Izolaci bakterii jsem provadéla na King B médium. Toto médium je pro
pseudomonady nejpouzivanéjsi, protoze vétSina bakterii rodu Pseudomonas na ném tvori
charakteristicky fluorescentni pigment a tim se odliSuji od jinych fytopatogennich a
saprofytickych  bakterii ~ (Roberts, 1997;  Smith et al., 1997,  Kokoskova et al., 1998;
Kidela et al., 2002; Kokoskova, 2006).

Vybrané izolaty jsem zatadila do testd, které mély zodpoveédét otazku, zda se jedné o
fytopatogenni bakterie ¢i nikoli. Prvnim z nich byl test oxiddzy. V tom fytopatogenni bakterie
vychéazeji jako negativni (Otta a English, 1970; Kudela et al., 2002; Kokoskova, 2006,).
Oxidacni ¢inidla, pouZivana pro tento test, musi byt erstva a smichana tésné pred pouZitim.
Jinak jsou zoxidovéana a Spatné reaguji a nelze jasné€ odliSit pozitivni a negativni reakci. Proto
také test oxiddzy patfi k orientaénim testim a nelze se na néj vzdy s jistou spolehnout.
Oxidacni ¢inidla musime chrénit pied svétlem. Proto byla vzdy zabalena v alobalu a pouzitou
injekéni stiikacku jsme rovnéz balily predem do alobalu. Pracovat musime rychle, aby reakce
byla co nejptesnéjsi.

Dale jsme izolaty testovaly v biologickém testu, a to testu hypersenzitivity na tabaku.
Bakterialni suspenzi jsme aplikovaly do listi tabdku pomoci injekcni stiikacky. Existuji dva

zpusoby aplikace. Prvni z nich je ten, kdy se snazime injikovat suspenzi do hlavni zilky listu.

vvvvvv



druhy zpusob injikace do listli tabdku a to takovy, Ze uchopime list a z jeho vnitini strany
ptitiskneme injekéni stiikacku bez jehly proti listové Cepeli, z vnéjsi strany podloZime prst a
injikujeme inokulum do rostlinného pletiva. Bakteridlni suspenze ndm vytvoii okolo
aplikovaného mista mapu, a tak mame jistotu, Ze se bakterialni suspenze dostala dovnitf listu
pod pokozku. Problémem této aplikace je vSak to, Ze pifi hodnoceni musime zohlednit
primarni poskozeni listu, pokud k nému dojde. Tam, kde jsme pfitiskly injekéni stiikacku, se
muze vytvofit maly, pravidelny nekroticky krouzek. Ten nesmime hodnotit jako pozitivni
reakci. Jako pozitivni kontrola byl v testu pouzit kmen P. s. pv. syringae CCM 4073 a jako
negativni kontrola kmen P. fluorescens CCM 2115. Nekroticka skvrna, ktera se vytvofila na
listu do 24 hodin po injikaci pozitivni kontroly byla stejna jako nekrdzy, které se vytvotily po
aplikaci naSich izolatl, coZz souhlasi s vysledky jinych autorGi (Goodman a Novacky, 1994;
Kudela et al., 2002; Kokoskova, 2006).

Izolaty, které vysly v testu oxidazy negativné a v testu hypersenzitivity pozitivng¢, jsme
zatadily do testu aglutinace, protoze se o nich jiz dalo ptfedpokladat, Zze budou pozitivné
reagovat s antiséry P. s. pv. syringae nebo s P. s. pv. tomato.

Vtestu  aglutinace  byla  pouzita  polyklonalni  antiséra od  firmy
Neogén Europe Ltd. (VB) pro P.s. pv. tomato a pro P.s.pv.syringae. U antisér byly
priloZzeny specialni karticky, na kterych reakce probihala a sterilni paratka, kterymi jsme
roztiraly bakteridlni masu izolatu v antiséru. Jak je z vysledkl patrné, vSech 27 izolatl bylo
uréeno jako P. s. pv.tomato. Ztéchto 27 izolati 17 reagovalo jen s antisérem pro
P.s. pv. tomato, avSak u dalSich desetise objevila kiizovd reakce s antisérem pro
P. s. pv. syringae. Vzhledem k tomu, Ze tato kiizova reakce byla velmi slaba, mizeme izolaty
potvrdit jako P.s. pv.tomato. Podle charakteru reakce jsme v pfipadé¢ antiséra pro
P.s. pv. syringae hodnotily reakce jako nelplné, =zatimco v pfipadé antiséra pro
P. s. pv. tomato se tém¢ét ve vSech pripadech jednalo o tiplnou aglutinaéni reakci.

Jen jeden z celkového poctu testovanych izolatl, a to 2/1, pochazejici jako jediny
z okurky, vySel pozitivn€ na P. s. pv. syringae. Na okurce se vyskytuji P. s. pv. lachrymans a
P. s. pv. syringae, které vyvolavaji na pohled stejné ptiznaky a i po serologické strance jsou si
velmi podobné (Kiudela et al., 2002). U izolatu2/1 byla reakce v aglutinaénim testu
hodnocena jako neuplnd. Je mozné, Ze by tento izolat reagoval 1 s antisérem pro
P. s. pv. lachrymans, kdybychom ho pouzily. Antisérum pro tento patovar jsme bohuzel
nemély k dispozici. Kdyby tento izoladt reagoval s antisérem pro P.s. pv. lachrymans

intenzivnéji nez s antisérem pro P.s. pv. syringae, povazovaly bychom ho za bakterii



P. s. pv. lachrymans a jeho reakci s antisérem pro P. s. pv. syringae bychom hodnotily jako
kiizovou.

Kfizové s obéma antiséry reagovaly také izolaty 13/1 a 22/6, které vySly v testu
oxidazy pozitivn€ a v testu hypersenzitivity negativné, proto je tedy vice nez pravdépodobné,
ze se jednalo o nefytopatogenni bakterie rodu Pseudomonas.

Pro naSe testy aglutinace jsme vyuzivaly polyklondlni antiséra, kterd maji znacnou
nevyhodu oproti monoklondlnim. Maji zpravidla niz$i specifi€nost a nizsi citlivost. Jejich
vyhodou jsou vSak nizké ndklady a snadnd ptiprava. Polyklonalni antiséra jsou smési
protilatek z riznych tfid Ig. Podle Jilka (2005) jsou to imunoglobuliny nalezejici do 5 tiid,
ato IgA, IgD, IgE, IgG a IgM. Tyto jednotlivé tiidy se 1iSi hmotnosti fetézct a usporadanim
molekuly, dale jsou charakteristické riznou specifitou a vazebnou konstantou. Rozdilné
vazebné konstanty maji dokonce i protilatky proti jednotlivym antigennim determinantdm.
Kiizové reakce se odstranuji vysycovanim s kiizové reagujicimi antigeny nebo nafedénim
antiséra na koncentraci, pifi které jiz ke kifizovym reakcim nedochazi (Jermoljev
a Pozdéna, 1972; Kokoskova, 1998). Dle naSich vysledkii mizeme soudit, Ze firma, od které¢
jsme antiséra koupily, nedodala antiséra dostate¢n¢ kvalitni.

Pro zemédélskou praxi je dualezité, Ze tyto jednoduché testy jsou pro urceni
fytopatogennich druhii Pseudomonas syringae dostatecné spolehlivé, rychlé a nejsou piilis
nakladné. Péstitel nepotfebuje presné védét, o jaky patovar druhu P. syringae se jedna,
protoze ochrannd opatieni jsou v obou ptipadech stejnd. Uvedené testy mohou poslouzit
k rychlé informaci péstitele pti napadeni porostu, okamzité¢ aplikaci baktericidid a tim ke
snizeni Skod, zptsobenych patogenem. Proto také tyto testy mohou byt snadno vyuzity

pracovniky Statni rostlinolékatské spravy, kterd je v pfimém kontaktu s péstiteli.



7. Zavér

V prvni ¢asti bakalaiské prace, ktera byla zaméfena teoreticky, jsem shrnula literarni
Gidaje o patovarech bakterie Pseudomonas syringae vyznamych v Ceské Republice. V ramci
druhu P. syringae je znamo vice nez 45 rtiznych patovarii. Nejvyznamnéjsi z nich je bakterie
P. s. pv. syringae, ktera Skodi na mnoha druzich rostlin. VéEtSina ostatnich patovart je
charakteristicka spiSe tuzkym hostitelskym okruhem. K takovym patovarGm patii
napt. patovar morsprunorum Skodici na peckovinach, pv.tomato Skodici na rajceti a
pv. lachrymans na okurce, pv. pisi, phaseolicola a glycinea, které najdeme na luskovinach a
dale pv. coronafaciens, atrofaciens a striafaciens vyskytujici se na obilninach.

Bakterie P. s. pv. syringae je velmi rozsifena po celém svété nejen jako patogen, ale i
jako epifyt v rostlinné mikrofloie, kde preziva v rezidentské fazi, kdy rostlindm neskodi. Na
rostlinach zplsobuje nejcastéji listové nekrdzy, Cernani pupentl, napt. u peckovin nebo spalu,
pokud je pribéh infekce velmi rychly. Na infikovanych listech byvaji nekrotické skvrny ¢asto
ohraniceny svétlym kruhem, tzv. halo.

O bakterii P. 5. pv. syringae je znamo, ze je jednim ze zdroji krystalizacni aktivity. Ta
se projevuje tim, Ze nékteré kmeny této bakterie podnécuji tvorbu krystalizac¢nich jader pii
teplotdch tésné¢ pod bodem mrazu. Krystalizacné aktivni bakterie maji v pfirod¢ velky
vyznam. Spolupodili se na mrazovém poskozeni bylin a dfevin v dob¢ jarnich a podzimnich
mrazi, kdy teploty kolisaji kolem 0 °C. Projev krystalizaéni aktivity je podminén pfitomnosti
specifického proteinového oktapeptidu lokalizovaného na vnéj$i membrané bakteridlnich
bunék, ktery dava podnét k uskupovani molekul vody do krystalové miizky ledu. Takto se
krystaliza¢n¢ aktivni bakterie snadno dostanou dovnitt rostlinnych pletiv, které poskodi.

V druhé casti bakalaiské prace, ktera byla zaméfena prakticky, jsem se zabyvala
bakteriologickym rozborem vzorkd raj¢at podezielych na napadeni ptivodcem bakterialni
teCkovitosti rajCete, bakterii P. s. pv. tomato.

V roce 2008 se na jizni a stfedni Moravé objevilo znacné napadeni rajcat ptivodci
bakteriéz. Dle charakteristickych ptiznaki napadeni, kterymi byly nekrotické skvrny na
listech a zelenych plodech, jsme usoudily, Ze by se mohlo jednat o bakterie druhu P. syringae.

Nejprve jsme rozborovaly vzorky pomoci roztéri na King B médium, které nam
umoznilo vybrat pro dalsi testy fluoreskujici izolaty. Bakterie rodu Pseudomonas na tomto
zivném médiu fluoreskuji a tim se odliSuji od jinych fytopatogennich a saprofytickych
bakterii. Po opakovanych roztérech a kultivaci P. misek s bakteriemi v termostatu pfi teploté

23-25 °C jsme ziskaly ¢isté kultury izolatd, které jsme zatadily do identifikacnich testt.



Izolaty jsme urcily pomoci testu oxiddzy, testu hypersenzitivity na tabaku a
aglutinac¢niho testu se dvéma komercnimi antiséry pro dva patovary P. syringae vyskytujici se
na rajceti od firmy Neogén Europe Ltd.(VB).

Celkem jsme testovaly 30izolati podezielych na P.syringae. Znich bylo
28 fytopatogennich, protoze to byly izolaty oxiddza negativni a zaroven pozitivni v testu
hypersenzitivity na tabdku. Dva dalsi izolaty byly podle vysledkli v obou téchto testech
nefytopatogenni.

Vsech 30 izolath jsme ovéfovaly v aglutinacnim testu s polyklondlnimi antiséry pro
bakterie P.s. pv. tomato a P.s. pv.syringae. Dvacet sedm fytopatogennich izolatd,
pochazejicich z rajcete, reagovalo velmi siln€ s antisérem pro P. s. pv. tomato, a proto jsme je
povazovaly za izolaty, které patfily k tomuto patovaru. Jeden izolat, ktery pochazel z okurky,
reagoval s antisérem pro P.s. pv.syringae, a proto jsme mohly pfedpokladat, Ze patfil
k patovaru syringae.

U 10 izolath urcenych jako P. s. pv. tomato jsme zaznamenaly také faleSn¢ pozitivni
reakce s antisérem pro P. s. pv. syringae, coz se projevilo slabou az stfedni kiiZovou reakci
s timto antisérem. Oba nefytopatogenni izolaty reagovaly faleSné pozitivné, a to dokonce
s obéma antiséry.

I kdyz se u nckterych izolath objevily kiizové reakce s antisérem pro necilovou
bakterii, coz je u polyklondlnich antisér ¢asté, umoznily vysledky testli jednoznacny zavér. Na
zakladé provedenych testil jsme ve vzorcich rajcete ziskanych z riznych péstitelskych oblasti
jizni a stfedni Moravy spolehlivé prokazaly pfitomnost ptivodce teckovitosti rajcete.

V bakalarské praci jsem pouzila kurCeni fytopatogenni bakterie v infikovanych
rostlinnych vzorcich jednoduché, rychlé, finanén€¢ nendrocné testy, které umoznily urcit
bakterialni pfi¢inu poskozeni rostlin s dostatecnou spolehlivosti. I pro péstitele byla informace
o vysledcich testli dostate¢nd, zvlasté kdyz se v praxi pouzivaji proti v§em fytopatogennim

bakteriim stejné baktericidy.
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9. Prilohy

Obrazek 1: Piiznaky bakterialni teCkovitosti na listu rajcete

£
/s

Obrazek 2: Test oxidazy

Vlevo: oxiddza negativni izolaty, jsou tedy fytopatogenni,
Vpravo: oxiddza pozitivni, jsou nefytopatogenni,

Foto:www.mc.maricopa.edu




Obrazek 3: Test hypersenzitivity na tabaku

Pozitivni reakce na listu po aplikaci fytopatogenniho izolatu

Foto: Iva Jindrova




Obrazek 4: Sérologicky aglutinacni test

Antisérum pro Pseudomonas syringae pv. tomato od firmy Neogen Europe Ltd. (VB)
Sloupce vlevo:

2. firemni negativni kontrola

4. kiizova reakce antiséra pro P. s. pv. tomato s kmenem P. s. pv. syringe CCM 4073

6. testovany kmen, oznaceny jako 8014, odpovida v testech izolatu €. 2/1, ktery pochéazel

z okurky, a je tedy negativni s antisérem pro P. s. pv. tomato

Sloupce vpravo:

1. firemni pozitivni kontrola
3. vlastni negativni kontrola (P. fluorescens CCM 2115)
5. testovany kmen, oznaceny jako 8013, odpovida v testech izolatu ¢. 1/1, ktery pochazel

z rajCete, je pozitivni s antisérem pro P. s. pv. tomato
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